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Die Tuberkulose (TB) führt die weltweite Statistik der tödlichen Infektionskrankheiten an, 
wobei Patienten mit einer Koinfektion mit dem TB-Erreger Mycobacterium tuberculosis und 
HIV (HIV-TB) in Entwicklungsländern eine besonders gefährdete Risikogruppe darstellen. Bei 
einer Immunsuppression gelangen die Bakterien in den Blutkreislauf und können so zu 
Organversagen aufgrund einer mycobakteriellen Sepsis führen. Der kulturelle Nachweis der 
Bakterien stellt zurzeit den Goldstandard in der TB-Diagnostik dar, der jedoch Wochen bis 
zum sicheren Befund in Anspruch nimmt. Aufgrund der hohen Sterblichkeitsrate bei TB im 
Allgemeinen und HIV-TB im Speziellen ist aber eine schnelle Therapieeinleitung notwendig. 
Ziel der Arbeit war der schnelle, sichere und sensitive Nachweis von TB-Bakterien aus Blut 
und klinischem Material mit molekularbiologischen und biochemischen Methoden. Dazu 
sollte insbesondere der Einfluss des Probenvolumens auf die Sensitivität geprüft werden. 
Im Rahmen der Arbeit wurde der bereits bestehende molekularbiologische Sepsis-Schnelltest 
SepsiTestTM (MOLZYM, Deutschland) zur Isolierung von pathogener DNA aus humanem Blut 
angewandt. Im Hauptteil der Arbeit wurden die drei molekularbiologischen Methoden 
SepsiTestTM 16S PCR, FluoroType® MTB und Xpert® MTB/RIF zum Nachweis von 
Mycobacterium bovis BCG aus unterschiedlichen Blutvolumina angewandt und die 
Sensitivitätsgrenzen bestimmt. Mit einem Modellstamm (Staphylococcus aureus) wurden die 
verwendeten Methoden verifiziert und optimiert. Weiterhin wurden klinische Proben mit 
Verdacht auf TB in die Studie integriert und untersucht. Außerdem wurde eine Western Blot 
Analyse des Hitzeschockproteins HspX in Mycobacterium bovis BCG durchgeführt. 
Mit den erhaltenen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass mit dem FluoroType® MTB und 
dem Xpert® MTB/RIF ein sehr sensitiver Nachweis von TB aus Blut möglich ist (2.5 cfu/ml in 
10 ml Blut) und eine Erhöhung des Probenvolumens von 1 ml auf 10 ml eine 10-fache 
Sensitivitätssteigerung zur Folge hat. Der SepsiTestTM 16S-Assay konnte einen Nachweis von 
> 5 cfu/ml in 10 ml Blut liefern. Des Weiteren konnte die Sensitivität und Spezifität des 
FluoroType® MTB anhand klinischer Proben bestätigt werden. Mit dem Western Blot konnte 
hingegen kein spezifischer Nachweis des HspX gezeigt werden, da der HspX-Antikörper 
unspezifische Bindungen in der Negativkontrolle eingegangen ist. 
Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass ein PCR-basierter Nachweis von TB-Erregern mit 
dem FluoroType® MTB und dem Xpert® MTB/RIF sowie der präanalytischen Aufarbeitung mit 
dem SepsiTestTM in Zusammenhang mit einem erhöhten Probenvolumen einen höchst 
sensitiven und schnellen Nachweis der Erreger aus Blut zulassen, wodurch eine schnelle und 
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Tuberkulose (TB) ist eine bedeutende Infektionskrankheit hervorgerufen durch 
Mycobacterium tuberculosis und stellt weltweit die häufigste Todesursache durch einen 
Krankheitserreger dar [HAHN ET AL., 2005; WHO, 2013]. 
1.1.1 Epidemiologie  
Der WHO-Report von 2013 weist 8,6 Millionen erkrankte Menschen und 1,3 Millionen 
Todesfälle pro Jahr aus. Die weltweite TB-Verteilung zeigt dabei einen deutlichen 
Schwerpunkt in Entwicklungsländern. Besonders betroffen ist Afrika, gefolgt von großen 
Regionen Asiens und Lateinamerikas. In diesen Ländern finden sich die höchsten Todeszahlen 
[HOF ET AL., 2009]. Aber auch in den Ländern der früheren Sowjetunion ist die Krankheit in 
Zunahme begriffen [HAHN ET AL., 2005] (vgl. Abbildung 1-1). 
 
Abbildung 1-1 TB-Inzidenzen weltweit im Jahr 2012. Geografische Verteilung der Neuerkrankungen an 
TB (alle Formen) pro 100.000 Einwohner [WHO, 2013] 
Dennoch hat diese Krankheit in Deutschland nur eine nachgeordnete Bedeutung. Dies liegt 
zum größten Teil an der geringeren Anzahl TB-Erkrankungen, die hier diagnostiziert 
werden [HOF ET AL., 2009]. Für das Jahr 2012 meldete das Robert Koch Institut 4.227 
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Erkrankungen in Deutschland, was einer Inzidenz von 5,2 pro 100.000 Einwohner 
entspricht [ROBERT KOCH INSTITUT, 2013a]. 
 
Abbildung 1-2 TB-Erkrankungen in Deutschland, 2001-2012 [ROBERT KOCH INSTITUT, 2013a] 
Wie in Abbildung 1-2 dargestellt, sind die TB-Neuerkrankungen in Deutschland zwar schon 
jahrelang rückläufig, seit 2008 wird aber nur eine geringe Abnahme der Erkrankungen 
aufgezeichnet [ROBERT KOCH INSTITUT, 2013a]. Im Hinblick auf die globale Zunahme, 
insbesondere in Osteuropa, müssen durch Migrationseffekte aus Ländern mit hoher 
Erkrankungshäufigkeit auch Auswirkungen auf die Situation in Deutschland befürchtet 
werden [ROBERT KOCH INSTITUT, 2006]. 
Zu den Risikogruppen für eine TB-Erkrankung in Deutschland zählen neben Menschen in 
schwierigen Lebensverhältnissen (z. B. Obdachlose), vor allem Personen mit einer 
vorübergehenden oder dauerhaften Schwächung des Immunsystems (v. a. HIV-




1.1.2 Pathogenese und Krankheitsbild 
 
Übertragungswege und Inkubationszeit 
Zur Übertragung von TB kommt es i. d. R. durch eine Tröpfcheninfektion von Mensch zu 
Mensch [HAHN ET AL., 2005; HAUER ET AL., 2005], seltener durch Inhalation erregerhaltigen 
Staubes oder Inokulation infektiösen Materials über verletzte Haut. Der Stamm M. bovis kann 
außerdem auch über kontaminierte Milch aufgenommen werden [HAUER ET AL., 2005; 
MEYER, 2007]. 
Die Tuberkulosebakterien werden von Patienten mit einer offenen TB durch Husten, Niesen, 
Lachen, Schreien, Sprechen und anderen Formen verstärkter Ausatmung über die Atemwege 
nach außen befördert [HAHN ET AL., 2005; ROBERT KOCH INSTITUT, 2006]. Bereits wenige Erreger 
können dabei eine Infektion verursachen. Die Infektionsdosis liegt bei ≤ 10 Bakterien (1 - 3 
Bakterien ausreichend bei M. tuberculosis) [HAHN ET AL., 2005; WISCHNEWSKI ET AL., 2006].  
Die Inkubationszeit, also die Zeit zwischen einer Ansteckung und dem Auftreten erster 
Symptome, kann im menschlichen Körper Wochen bis Jahre betragen [ROBERT KOCH INSTITUT, 
2006; RÜSCH-GERDES ET AL., 2008], allerdings ist die Erkrankung in den ersten 2 Jahren am 
wahrscheinlichsten [RÜSCH-GERDES ET AL., 2008]. Die Reaktivierung einer versteckten, noch 
nicht ausgebrochenen TB (latente TB) kann auch noch nach Jahrzehnten 
vorkommen [ROBERT KOCH INSTITUT, 2006]. 
Krankheitsbild 
Die Infektionskrankheit TB tritt bei der Mehrzahl der Erkrankten als Lungentuberkulose auf, 
die aber grundsätzlich jedes Organ befallen kann [ROBERT KOCH INSTITUT, 2006]. Zu 
unterscheiden ist eine latente tuberkulöse Infektion (LTBI) und die aktive Form der TB, welche 
behandlungsbedürftig ist  [HAUER ET AL., 2005] (vgl. Abbildung 1-3). 
LTBI 
Unter einer LTBI versteht man den Zustand nach einer Primärinfektion mit Mycobacterium 
tuberculosis mit der Folge einer Persistenz lebendiger Bakterien im Organismus, ohne dass 
eine Erkrankung ausbricht [SCHABERG ET AL., 2004]. Etwa 5 - 10 % der Infizierten erkranken 
tatsächlich an TB, wenn keine Schwächung des Immunsystems vorliegt. Es muss also zwischen 






Abbildung 1-3 Pathogenese der TB. Das Gleichgewicht zwischen den Tuberkulosebakterien  






Aktive oder behandlungsbedürftige TB 
Insbesondere bei Immungeschwächten kann sich direkt im Anschluss an eine Infektion eine 
behandlungsbedürftige TB entwickeln [HAUER ET AL., 2005]. Behandlungsbedürftige TB 
bedeutet, dass eine Indikation zur Therapie einer Erkrankung mit TB mit antimykobakteriell 
wirksamen Medikamenten angebracht ist [SCHABERG ET AL., 2004]. Bei der Feststellung einer 
behandlungsbedürftigen TB besteht in Deutschland außerdem eine Meldepflicht (§ 6 Abs. 1 
IfSG). 
Primäre TB 
Als primäre TB bezeichnet man alle Erkrankungen, die sich direkt aus einer Primärinfektion 
mit Tuberkulosebakterien entwickeln. Je nach Ort des Primärherdes werden als häufigste 
Form die pulmonale TB (Lunge und Atemwege bis zum Kehlkopf) und die extrapulmonale TB 
(z.B. Halslymphknoten, Haut und Darm) unterschieden [ROBERT KOCH INSTITUT, 2006].  
Postprimäre TB 
Eine postprimäre TB umfasst alle Erkrankungen, die als Folge der Streuung der 
Tuberkulosebakterien in verschiedenen Organen des Körpers auftreten. Dabei kann die 
postprimäre TB unmittelbar aus einer primären TB entstehen oder durch eine Reaktivierung 




1.1.3 HIV-TB und Sepsis 
TB tritt häufig bei HIV-Infizierten auf. In Hinblick auf die Ausbreitung von HIV-Infektionen ist 
es zu einem massiven Anstieg der Tuberkulose gekommen, was v. a. Entwicklungsländer 
betrifft [MEYER, 2007]. Eine Doppelinfektion oder Koinfektion mit HIV und M. tuberculosis 
(HIV-TB) stellt das größte Risiko für eine TB-Erkrankung dar. Das Risiko für einen mit 
Tuberkulosebakterien infizierten Patienten während seiner Lebenszeit eine TB zu entwickeln 
liegt für HIV-negative bei 5-10 %, für HIV-positive bei 50 %. Das Risiko steigt mit der 
Verschlechterung des Immunsystems stark an [HARRIES ET AL., 2004]. Eine Immunsuppression 
aus anderen Gründen prädestiniert gleichermaßen für eine TB [MEYER, 2007]. 
2012 waren laut WHO 13 % der 8,6 Millionen an TB erkrankten Menschen HIV-positiv; 75 % 
dieser HIV-TB-Fälle traten in Regionen Afrikas auf. 320.000 Menschen starben an der 
Koinfektion [WHO, 2013]. Die hohe Morbidität und Mortalität der HIV-TB ist häufig 
zurückzuführen auf Organversagen aufgrund einer mycobakteriellen Sepsis [JACOB ET AL., 2013; 
KAUFMANN ET AL., 2009].  
 
1.1.4 Antibiotikaresistente TB 
Antibiotikaresistente TB ist eine Form der Krankheit, bei der TB-Bakterien resistent gegen ein 
oder mehrere Antibiotika sind [CROFTON ET AL., 1997]. Der besondere Zellwandaufbau der 
Tuberkuloseerreger, welcher sich durch einen hohen Lipid- und Wachsanteil auszeichnet, ist 
verantwortlich für die Resistenz der Bakterien gegen die meisten gängigen 
Antibiotika [HOF ET AL., 2009]. Neben der Monoresistenz, also der Resistenz gegen 
ausschließlich ein Antibiotikum, gibt es auch Multiresistenzen [ROBERT KOCH INSTITUT, 2006]. 
Die WHO unterscheidet bei den Multiresistenzen zwischen MDR-TB (multidrug-resistant TB) 
und XDR-TB (extensively drug-resistant TB). Eine MDR-TB drückt die Resistenz gegen 
mindestens Isoniazid und Rifampicin aus, beides Standard- oder Erstrang-Antibiotika. Eine 
XDR-TB oder ausgedehnte Resistenz beschreibt die Resistenz der TB-Bakterien gegen mehrere 
Stoffgruppen von Antibiotika der zweiten Wahl. Der Einsatz der Medikamente der zweiten 
Wahl erfolgt bei Erregern, die gegen Erstrangmedikamente resistent 





Die Tuberkulosebakterien gehören zur Familie der Mycobacteriaceae; Gattung 
Mycobacterium [RÜSCH-GERDES ET AL., 2009]. Zu den wichtigsten Erregern der menschlichen TB 
zählen M. tuberculosis, M. africanum und seltener M. bovis sowie M. microti. Diese Spezies 
werden als M. tuberculosis-Komplex (MTB-Komplex) zusammengefasst. Die größte Bedeutung 
wird hierbei M. tuberculosis beigemessen [HOF ET AL., 2009; MEYER, 2007].  
Dem MTB-Komplex werden andere Mycobakterienarten gegenübergestellt, zum einen die 
Erreger der Lepra (M. leprae) sowie atypische Mycobakterien oder „Mycobacteria Other Than 
Tuberculosis“ (MOTT) [HAHN ET AL., 2005]. 
 
1.2.1 Morphologie und Kultur 
Tuberkulosebakterien sind schlanke, säurefeste Stäbchen, die keine Sporen bilden und 
unbeweglich sind [HAHN ET AL., 2005; KAYSER ET AL., 2010; RÜSCH-GERDES ET AL., 2009]. Die 
wichtigsten Gattungsmerkmale sind in Tabelle 1-1 aufgezeigt.  
Tabelle 1-1 Gattungsmerkmale Mycobakterien (modifiziert nach HAHN ET AL., 2005) 
 Merkmal Ausprägung 






Besonderheiten lipidreiche Zellwand, Säurefestigkeit 
Die TB-Bakterien wachsen am besten unter aeroben Bedingungen in Flüssig- oder Festmedien 
mit hohem Lipidgehalt [KAYSER ET AL., 2010]. Da die TB-Bakterien sich langsam vermehren, die 
Generationszeit beträgt bis zu 20 Stunden (zum Vergleich E. coli = 20 min [GROß, 2009]), 
müssen Kulturen mindestens 3 bis 8 Wochen bei 37 °C bebrütet werden und es kann 
frühestens nach 3 Wochen mit einem sichtbaren Wachstum gerechnet werden [HAHN ET 
AL., 2005; KAYSER ET AL., 2010; RÜSCH-GERDES ET AL., 2009]. 
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Aufgrund ihrer Säurefestigkeit lassen sie sich mit einer speziellen Färbemethode, der Ziehl-
Neelsen-Färbung, anfärben (s.  Abbildung 1-4). 
Abbildung 1-4 M. tuberculosis nach Ziehl-Neelsen Färbung.  
links: TB-Bakterien (säurefeste Stäbchen) werden rot gefärbt, Gewebe leicht blau (1000x). 
[http://www.scilogs.com/in_scientio_veritas/files/Mtb-CDC-small.jpg] 
rechts: Flüssigkultur, Cord-Bildung (400x) [RICHTER, 2009] 
Mycobakterielle Zellwand 
Die TB-Bakterien besitzen eine besondere Zellwand mit vielen Eigenschaften. Ihre 
Zellwandstruktur besitzt eine äußere Membran, wodurch sie zu den gram-positiven Bakterien 
zählen [HOFFMANN ET AL., 2009]. Außerdem bildet die Zellwand eine massive 
Permeabilitätsbarriere und trägt dadurch unter anderem zu der hohen Resistenz der 
Mykobakterien gegenüber vieler Antibiotika bei [BRENNAN ET AL., 1995].  
Der sogenannte Cord-Faktor, welcher sich ebenfalls in der Zellhülle befindet, bewirkt das 
Aneinanderlagern der Bakterienzellen zu zopfartigen Strängen (vgl. Abbildung 1-4, rechts), 
welche sich insbesondere in flüssigen Kulturmedien bilden können [GROß, 2009; 
KAYSER ET AL., 2010].  
Hitzeschockprotein HspX 
Das Hitzeschockprotein HspX ist ein in M. tuberculosis vorkommendes Antigen, das von 
persistenten Tuberkulosebakterien exprimiert wird. Es liegt bei den meisten Patienten mit 
aktiver TB vor [HU ET AL., 2006; ULRICHS, 2005]. Es ist ein Mitglied der Familie der α-crystallin-
like Hitzeschockproteine und schützt andere Proteine vor thermisch induzierter 
Aggregation [CHANG ET AL., 1996]. Das HspX wird v. a. in der stationären Phase der Bakterien 
exprimiert, wurde aber auch in früheren Wachstumsstadien gefunden [HAILE ET AL., 2002].  
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1.2.2 Diagnostische Methoden zum Nachweis von TB 
Die Untersuchungsmaterialen von TB-Patienten enthalten meistens eine geringe Erregerzahl. 
Deshalb wird eine deutlich größere Menge als bei anderen Bakterien zur Untersuchung 
benötigt [HAHN ET AL., 2005]. Die am häufigsten verwendeten Materialien sind Sputum, 
Bronchialsekret oder andere respiratorische Proben. Es können je nach Lokalisation der 
Infektion aber auch weitere Materialien untersucht werden. Blut als Probenmaterial ist i. d. R. 
nur bei immunsupprimierten Patienten (v. a. HIV-Patienten) sinnvoll 
[RÜSCH-GERDES ET AL., 2009]. 
Kultur 
Der kulturelle Nachweis der TB-Erreger setzt i. d. R. eine Probenvorbehandlung voraus, d. h. 
eine Homogenisierung des Probenmaterials und die Abtötung der Begleitflora 
[HAUER ET AL., 2005]. Die Kultivierung kann traditionell auf speziellen festen oder flüssigen 
Nährmedien erfolgen. Die Dauer des Nachweises beträgt hierbei bis zu 8 Wochen. Für eine 
anschließende Resistenztestung müssen die isolierten Kolonien noch mal für mindestens 7 -
 10 Tage wachsen [KAYSER ET AL., 2010]. 
Mikroskopie 
Mit der Ziehl-Neelsen-Färbung (vgl. Abbildung 1-4) werden die TB-Bakterien mit bestimmten 
Farbstoffen angefärbt. Aufgrund ihrer Säurefestigkeit werden die Farbstoffe nach einer 
Säurebehandlung nicht aus der Zellwand entfernt. Das angefärbte Präparat wird 
mikroskopisch untersucht [HAHN ET AL., 2005]. Die Mikroskopie ermöglicht ein schnelles 
Ergebnis, ist aber nicht sensitiv. Erst ab einer Konzentration von 104-105 Bakterien pro ml 
Untersuchungsmaterial ist ein positives Ergebnis zu erwarten. Außerdem ist auch die 
Spezifität stark eingeschränkt, da nicht Tuberkuloseerreger, sondern lediglich säurefeste 
Stäbchen nachgewiesen werden und es so zur Verwechslung mit nichttuberkulösen 
Mycobakterien (MOTT) kommen kann. Deshalb erlaubt die Mikroskopie nur eine 
Verdachtsdiagnose [HAHN ET AL., 2005; HAUER ET AL., 2005; KAYSER ET AL., 2010]. 
Tuberkulinhauttest 
Der Tuberkulinhauttest (THT) zum Nachweis einer Infektion (latent oder 
behandlungsbedürftig) mit TB ist ein immunologischer Test nach der Mendel-Mantoux-
Methode [HAUER ET AL., 2005; RÜSCH-GERDES ET AL., 2008]. In durch TB infizierten Organismen 
entsteht eine Typ IV Allergie (verzögerte immunologische Überempfindlichkeit) 
[KAYSER ET AL., 2010]. Der THT basiert auf einer spezifischen Immunantwort auf Antigene 
(Tuberkulin), die in verschiedenen TB-Bakterien vorkommen [HAUER ET AL., 2005]. Zum 
Nachweis wird gereinigtes Tuberkulin (Standarddosis: 10 Einheiten) intrakutan injiziert und es 
entsteht nach 2 - 3 Tagen am Applikationsort eine Hautreaktion bei vorangegangener 
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Infektion und Immunantwort [KAYSER ET AL., 2010; SCHABERG ET AL., 2004]. Der Test lässt sich 
nach 6 - 14 Wochen nach einer TB-Infektion anwenden und positiv 
nachweisen [KAYSER ET AL., 2010]. 
Da diese Antigene nicht nur in M. tuberculosis, sondern auch in M. bovis BCG und 
verschiedenen Umweltmycobakterien vorkommen können, sind die frühere Schutzimpfung 
(BCG-Impfung) und Infektionen mit Umweltmycobakterien Ursachen für falsch-positive 
Ergebnisse des THT [HAUER ET AL., 2005]. 
Molekularbiologische Methoden 
Ein Direktnachweis der TB-Erreger aus dem Untersuchungsmaterial, bei dem eine 
vorangehende Isolierung und Kultivierung der Bakterien also nicht nötig ist, wird durch 
spezielle in-vitro Amplifikationstechniken möglich [KAYSER ET AL., 2010; 
RÜSCH-GERDES ET AL., 2009]. Mikroskopisch negative Befunde können durch eine 
Nukleinsäurenamplifikationstechnik (NAT) positiv nachgewiesen werden, allerdings beträgt 
die Sensitivität nur 80 - 90 % im Vergleich zu kulturellen Proben [RÜSCH-GERDES ET AL., 2009]. 
Einige gängige molekularbiologische Methoden zum Nachweis von pathogenen Keimen, 
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Abbildung 1-5 Test Prinzip SepsiTestTM . Isolation 
und Analyse pathogener DNA in 
Blutproben [Molzym, 2013] 
 
1.3 Methodensammlung 
In diesem Kapitel folgt eine Beschreibung der präanalytischen und analytischen Methoden, 
die eingesetzt wurden, um die Bakterien möglichst sensitiv nachweisen zu können. 
1.3.1 DNA Extraktion pathogener Bakterien aus Blut 
Blutproben als Untersuchungsmaterial für den DNA-Nachweis von Erregern sind mit 
Problemen verbunden. Da Erreger bei einer Sepsis im Blut oft in nur sehr geringen 
Konzentrationen existieren (100 cfu/ml oder weniger), kann es sein, dass der Anteil an 
humaner DNA die bakterielle DNA um ein Vielfaches übersteigt. Deshalb gilt die humane DNA 
als großer Störfaktor im Blut [DISQUÉ, 2007; PHILIPPS ET AL., 1990]. Für einen sensitiven Nachweis 
der Erreger im Blut ist deshalb eine präanalytische Aufarbeitung, welche die Beseitigung der 
humanen DNA umfasst, obligatorisch für das Ergebnis des Assays. Eine präanalytische 
Behandlung von Blutproben, welche die humane DNA degradiert und somit die PCR 
verbessert, wurde mit der MolYsisTM Technologie beschrieben [DISQUÉ, 2007]. 
Der SepsiTestTM (MOLZYM, Bremen) wendet 
die MolYsisTM Technologie an. Das Prinzip 
beruht auf einer vorgeschalteten Lyse der 
humanen Zellen durch einen chaotropen 
Puffer (CM Puffer) und dem 
nachgeschalteten enzymatischen Abbau der 
freigesetzten Human-DNA durch MolDNAse. 
Die humanen Bestandteile werden entfernt 
und die pathogenen Keime durch 
Zentrifugation angereichert. Die Zelllyse der 
Mikroorganismen und Denaturierung der 
Proteine erfolgt durch die Enzyme BugLysis 
und Proteinase K sowie durch einen weiteren 
chaotropen Puffer (CS Puffer). Die 
mikrobielle DNA wird über Binde- und 
Waschschritte an einer Spinnsäule isoliert. 
Die DNA-Bindung an einer negativ geladenen 
Säulenmatrix erfolgt dabei durch 
Komplexierung von Mg-Ionen (Mg2+) durch 
die negativ geladene DNA. Über die Waschschritte werden Proteine, Salze und andere 
Verunreinigungen entfernt. Die Elution der aufgereinigten DNA erfolgt schließlich über das 
Entfernen der Mg-Kationen durch ein komplexierendes Agens wie EDTA.  
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1.3.2 16S Real-Time-PCR 
Für die Amplifikation isolierter bakterieller DNA gibt es die 16S PCR. Ribosomale 16S-Gene 
besitzen konservierte und variable Regionen. Die zwischen den konservierten Bereichen 
liegende variable Region ist erregerspezifisch. Mit spezifischen Primern erfolgt die 
Amplifikation des 16S rRNA-Abschnittes. Auf Basis des amplifizierten variablen 
Genabschnittes lässt die Sequenz eine 
eindeutige Erregeridentifikation zu. 
Über Datenbankabgleich (SepsiTestTM 
BLAST, BLAST des NCBI) können 
Rückschlüsse auf den Genus oder die 
Spezies gezogen werden (vgl. 
Abbildung 1-6). Diese Methode wurde 
bereits mit dem SepsiTestTM (MOLZYM, 
Bremen) beschrieben und erfolgreich 
zur Detektion von Sepsiserregern 
angewandt [WELLINGHAUSEN ET AL., 
2009]. Die 16S PCR ist eine broad-
range PCR, da sie ein breites Spektrum 
an Bakterien anhand des 16S-Gens 
nachweist und nicht spezifisch für 
einen bestimmten Keim amplifiziert. 
 
Abbildung 1-6 16S-Genamplifikation und Sequenzanalyse. 
[eigene Darstellung] 
Für die Detektion und Quantifizierung der Amplifikate in der Real-Time PCR wird 
SYBR® Green eingesetzt. Dieser Fluoreszenzfarbstoff lagert sich in die DNA-Helix ein, wodurch 
seine Fluoreszenz steigt. Die Zunahme der gefärbten Target-DNA korreliert daher mit der 
Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus [SCHÄFER ET AL., 2011]. Anhand der 
Quantifizierungskurven lässt sich also eine Aussage über die Menge an DNA treffen. Die 
Messung findet am Ende der Elongation in jedem Zyklus statt. 
 
Abbildung 1-7 stellt die Quantifizierungskurven von zwei S. aureus DNA-Proben (106 und 
102 cfu/ml), den Standards (P1, P2) und einer Negativkontrolle (NC) dar. Standard P1 ist dabei 
die Positivkontrolle bzw. Funktionskontrolle für den PCR-Lauf, P2 ist eine 1:500 Verdünnung 
von P1 und wird zur Sensitivitätskontrolle der PCR herangezogen. Die Kurve von P1 steigt 
aufgrund der höheren Konzentration an DNA in der Fluoreszenz ca. 9 Zyklen vor P2. Analog 
verhält es sich mit den S. aureus DNA-Proben. Auch die Negativkontrolle steigt am Ende leicht 
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an. Für eine Beurteilung dieser Kurven muss noch die Schmelzkurvenanalyse herangezogen 
werden, welche am Ende der Zyklen erstellt wird (s. u.). 
 
Abbildung 1-7 Quantifizierungskurven erstellt mit dem Real-Time PCR Cycler, LightCycler® 96 
Bei der Schmelzkurvenanalyse wird durch langsame Temperaturerhöhung die amplifizierte 
DNA aufgeschmolzen. Bei einer für das PCR-Fragment spezifischen Temperatur, der 
Schmelztemperatur, denaturiert der DNA-Doppelstrang und setzt dabei den 
Fluoreszenzfarbstoff frei, wodurch eine Änderung der Fluoreszenz registriert wird. Es 
erscheinen die charakteristischen Schmelzpeaks für Bakterien bei Temperaturen zwischen 
88 °C und 90 °C. (s. Abbildung 1-8). Die Peakhöhe korreliert hier entsprechend mit der 
Bakterien-DNA. Erst bei der Schmelzkurvenanalyse kann eine Negativkontrolle eindeutig als 
negativ und eine Probe eindeutig als positiv gewertet werden. Bei der NC (blaue Kurve) ist 
kein Peak bei den charakteristischen Temperaturen vorhanden und sie kann somit als negativ 
gewertet werden. Der kleine Peak bei ca. 80 °C wird vernachlässigt, es handelt sich hierbei um 
Primer-Dimere, die als Nebenprodukte bei der PCR entstehen. Die Positivkontrollen 
erscheinen als Peaks bei derselben Temperatur mit absteigender Peakhöhe von P1 zu P2. 
Analog verhalten sich die Peaks der S. aureus-Proben. 
 
 




1.3.3 GeneXpert® System 
Mit dem Xpert® MTB/RIF von CEPHEID (Sunnyvale, USA) wurde der weltweit führende auf NAT 
basierende TB-Nachweis entwickelt, welcher durch die WHO befürwortet und unterstützt 
wird. Das Testsystem ist voll automatisiert und ein Ergebnis ist innerhalb von 2 Stunden 
möglich [WHO, 2012]. 
Das GeneXpert® System integriert und automatisiert Probenbehandlung, NS-Amplifikation 
und Detektion der Zielsequenzen durch Real-Time PCR [CEPHEID, 2009]. Nach einer kurzen, 
vorangeschalteten Probenvorbereitung erfolgt der Nachweis automatisiert in Kartuschen, die 
bereits alle nötigen Puffer und PCR-Reagenzien enthalten.  
Der Xpert® MTB/RIF Assay detektiert dabei spezifisch DNA des MTB-Komplexes und 
Rifampizinresistenz in Zusammenhang mit Mutationen des rpoB-Gens [CEPHEID, 2009]. Der 
Xpert® MRSA Assay detektiert DNA-Sequenzen in dem orfX (open reading frame X) des 
SCCmec von S. aureus [ROSSNEY ET AL., 2008]. 
Das Ergebnis des Tests wird angezeigt mit „MTB detected“ bzw. „MTB not detected“. Bei 
detektierter MTB-DNA wird außerdem ein Level in „high“, „medium“, „low“ oder „very low“ 
angezeigt, welches in Abhängigkeit mit dem Ct-Wert steht (vgl. Tabelle 1-2). Außerdem wird 
separat das Ergebnis zur Rifampizinresistenz („detected“, „not detected“, „indeterminate“) 
angezeigt. Bei einer sehr geringen MTB-Konzentration kann keine Resistenz bestimmt werden 
und das Ergebnis wird als „RIF Resistance Indeterminate“ angezeigt. 
Tabelle 1-2 Xpert® MTB/RIF Ergebnisanzeige  
und Ct-Bereich 
MTB Ergebnis Ct-Bereich 
High < 16 
Medium 16 – 22 
Low 22 – 28 





Der FluoroType®-Test (HAIN-LIFESCIENCE, Nehren) ist ein molekulargenetisches Testsystem zum 
Nachweis von Bakterien. Der Test wird im FluoroCycler® durchgeführt. 
Der Testablauf unterteilt sich in die folgenden zwei Schritte: 1) Die DNA-Isolierung aus 
Probenmaterial und 2) die Amplifikation der DNA mit spezifischen Primern und 
anschließender Schmelzkurvenbestimmung. 
Das Prinzip des Tests basiert auf der HyBeacon-Technologie. HyBeacon-Sonden sind 
einzelsträngige fluoreszenzmarkierte Nukleinsäuremoleküle, welche komplementär zu der zu 
amplifizierenden Nukleinsäure sind. Der spezielle Fluorophor emittiert im ungebundenen 
Zustand keine Fluoreszenz. Nach einer Hybridisierung der Sonden mit dem Amplifikat ist eine 
Anregung und somit eine Fluoreszenzmessung möglich. Während der anschließenden 
Schmelzkurvenanalyse (vgl. Abbildung 1-9) lösen sich die HyBeacon-Sonden bei einer 
spezifischen Temperatur vom Amplifikat. Dies führt zu einzelsträngigen Sonden und somit zu 
einer sofortigen Abnahme der Fluoreszenz [HAIN LIFESCIENCE, 2013a; HAIN LIFESCIENCE, 2013b]. 
 
Abbildung 1-9 Schematische Darstellung einer Schmelzkurvenanalyse des MTB-Komplexes mit dem 
FluoroType®. Der spezifische Schmelzpunkt für den MTB-Komplex liegt bei 71,0 °C, für die  






Der GenoType Test von HAIN LIFESCIENCE basiert auf der DNA-Strip-Technologie. Der Testablauf 
unterteilt sich dabei in DNA-Isolierung, Multiplex-Amplifikation mit Biotin-markierten Primern 
und reverse Hybridisierung auf einem Teststreifen. Die im Kit enthaltenen Teststreifen sind 
mit spezifischen Sonden beschichtet, welche komplementär zu den amplifizierten 
Nukleinsäuren sind. Nach einem Denaturierungsschritt binden die einzelsträngigen 
Amplifikate durch Hybridisierung an die Sonden auf dem Teststreifen. Über eine 
enzymatische Farbreaktion erfolgt ein Farbniederschlag auf dem Membranstreifen, wodurch 
die hybridisierten Nukleinsäuren sichtbar werden. Mit einer beiliegenden Schablone lässt sich 
das Bandenmuster auswerten [HAIN LIFESCIENCE, 2012]. 
GenoType MTBDRplus 
Der GenoType MTBDRplus ist ein Test zur Identifizierung des MTB-Komplexes und dessen 
Resistenz gegen Rifampicin und/oder Isoniazid. Dazu werden die wichtigsten mit Resistenzen 
assoziierten Mutationen untersucht. 
Die auf dem Membranstreifen immobilisierten Wildtypsonden umfassen dabei die 
wichtigsten Resistenzbereiche des jeweiligen Gens. Werden die Wildtypsonden angezeigt, 
liegt keine detektierbare Mutation in der Nukleinsäuresequenz vor. Dies weist auf eine 
Sensitivität des Stamms auf das entsprechende Antibiotikum hin. Die verschiedenen 
Mutationssonden auf dem Membranstreifen detektieren einige häufig vorkommende 
Mutationen. Das rpoB-Bandenmuster erlaubt eine Aussage über eine Rifampizin-Resistenz, 
das katG- und inhA-Bandenmuster über eine Isoniazid-Resistenz [HAIN LIFESCIENCE, 2012]. 
 
GenoType Mycobacterium CM 
Der GenoType Mycobacterium CM („Common Mycobacteria“) ermöglichte die Abgrenzung 
sowohl des MTB-Komplexes als auch anderer Mycobakterienarten (MOTT). Dazu gehören 
u. a. die folgenden Spezies: M. avium ssp., M. chelonae, M. abscessus, M. fortuitum, 
M. gordonae, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. interjectum, M. kansasii, M. malmoense, 




1.3.6 Imperacer® Technologie 
Die Imperacer® Technologie (CHIMERA BIOTEC, Dortmund) basiert auf der von SANO ET AL. (1992) 
beschriebenen Immuno-PCR (I-PCR).  
Die I-PCR gleicht vom Aufbau und Ablauf der Methode einem ELISA-Assay. Der Nachweis des 
Zielantigens findet hier aber nicht durch eine Farbreaktion statt, sondern es wird ein 
spezifisches DNA-Molekül als Marker verwendet. Das an einen zum Zielprotein spezifischen 
Antikörper biotinylierte DNA-Molekül bindet an den auf einer Mikrotiterplatte 
immobilisierten Antikörper-Antigen-Komplex. Die Detektion erfolgt in einem PCR Gerät über 
Real-Time PCR. Eine schematische Darstellung der I-PCR im Vergleich zu einem ELISA ist in 
Abbildung 1-10 veranschaulicht. 
 
Abbildung 1-10 Schematische Darstellung einer I-PCR (rechts) im Vergleich zu einem ELISA (links). Durch 
die Real-Time PCR der Marker-DNA am Imperacer® Konjugat erfolgt eine 
Signalverstärkung [eigene Darstellung] 
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2 Problemstellung und Ziel der Arbeit 
In der vorliegenden Arbeit sollte ein sensitiver Nachweis von Tuberkuloseerregern erfolgen. 
Dazu sollten im Hauptteil der Arbeit verschiedene molekularbiologische Assays zur Detektion 
einer TB aus Blut angewandt und die Sensitivitätsgrenzen bestimmt werden. Außerdem sollte 
gezeigt werden, dass eine Erhöhung des Probenvolumens eine Sensitivitätssteigerung zur 
Folge hat. Während der BCG-Stamm angezogen wurde, sollten die Methoden anhand eines 
Modellstamms (S. aureus, MRSA) verifiziert und optimiert werden. Basierend auf der bereits 
bestehenden Technik der Firma Molzym GmbH & Co. KG zur Erreger-DNA-Isolierung aus 
humanem Blut und anderen Körpermatrices (MolYsisTM Technologie) sollte die DNA der 
Tuberkuloseerreger isoliert und anschließend mit den unterschiedlichen Testsystemen 
nachgewiesen werden (s. Abbildung 2-1). 
 
Abbildung 2-1 Zusammenfassendes Schaubild der Arbeit. 
Hauptteil [eigene Darstellung] 
Ferner sollte die Untersuchung klinischer TB-Proben zusätzlich in die Arbeit integriert und 
bewertet werden, wobei molekularbiologische Methoden zur weiterführenden Untersuchung 
angewandt werden sollten. 
Neben dem Ziel eine sensitive molekularbiologische Methode für einen Nachweis von TB zu 
bestimmen, sollte eine neue Methode mit antikörperbasiertem Ansatz im „Proof of Concept“ 
überprüft werden. Dieser neue Assay sollte das Prinzip der Immuno-PCR nutzen und dadurch 
die Sensitivität für einen TB-Nachweis möglicherweise noch weiter steigern.  
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3 Material und Methoden 
Die überwiegenden Laborarbeiten wurden gemäß Infektionsschutzgesetz (§44 IfSG) in S2-
Laborräumen der Firma Molzym GmbH & Co. KG (Bremen, Deutschland) durchgeführt. Die 
Analysen mit dem GeneXpert® wurden in Zusammenarbeit mit dem Uniklinikum Hamburg-
Eppendorf durchgeführt. Die biochemischen und immunologischen Methoden wurden in den 
Laborräumen der Uni Oldenburg, AG Neurosensorik, durchgeführt.  
3.1 Untersuchungsmaterial 
3.1.1 Humanes Blut 
Humanes Blut für Spikingversuche wurde von gesunden Spendern vom Blutspendezentrum 
der Medizinischen Hochschule Hannover zur Verfügung gestellt. Das Humanblut wurde mit 
Glycerin zu 20 % (v/v) versetzt, in 1 ml und 10 ml Gefäße aliquotiert und bis zur Verwendung 
bei -80 °C gelagert. 
3.1.2 Bakterienstämme 
Die für diese Arbeit verwendeten Mikroorganismen stammten aus der 
Gefrierkultursammlung der Molzym GmbH & Co. KG (vgl. Tabelle 3-1).  
Als Tuberkulosestamm wurde eine Kultur von M. bovis (Impfstamm BCG, Bacillus Calmette-
Guérin) verwendet, da diese Spezies zum MTB-Komplex gehört und im Zellwandaufbau 
M. tuberculosis sehr ähnlich ist, im Gegensatz dazu aber ein attenuierter Organismus ist und 
unter geringeren Sicherheitsbedinungen (S2) gearbeitet werden kann (M. tuberculosis darf 
nur unter S3-Bedingungen vermehrt werden). Ein S. aureus (MRSA, Methicillin resistenter S. 
aureus) wurde als Modellstamm verwendet, da diese Spezies gut zu handhaben ist (schnelles 
Wachstum). Außerdem können ähnliche Assays mit diesem Stamm durchgeführt und zum 
Vergleich herangezogen werden. Als Negativkontrolle für den Proteinnachweis wurde 
außerdem der ein E. coli Stamm verwendet. 
Tabelle 3-1 Übersicht über die verwendeten Bakterienstämme 
Mikroorganismus Herkunft Bezeichnung 
Staphylococcus aureus (MRSA) Isoliert aus klinischer Probe STA6 
Escherichia coli  Isoliert aus klinischer Probe ECO1 
Mycobacterim bovis (BCG) DSMZ (43990), gefriergetrocknet Mybo 
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3.1.3 Klinische Proben 
Klinische Proben mit Verdacht auf TB wurden von dem Klinikum Region Hannover (KRH) zur 
Verfügung gestellt. Arbeiten mit nicht angereicherten Mycobakterien dürfen unter S2-
Bedingungen durchgeführt werden. Die Patientenproben wurden anonymisiert behandelt. 
3.2 Nährmedien 
Im Folgenden sind die für den jeweiligen Bakterienstamm verwendeten Nährmedien und 
deren Zusammensetzung tabellarisch zusammengefasst sowie eine kurze Anleitung zum 
Ansetzen beschrieben. 
Staphylococcus aureus 
Für das LB- Medium wurden die Bestandteile (s. Tabelle 3-2) unter Rühren in A. bidest. gelöst. 
Die pH-Wert-Einstellung auf pH 7,5 erfolgte mit NaOH bzw. HCl. Das fertige Medium wurde 
20 min bei 121 °C und 1 bar autoklaviert. Die Columbia-Blut-Agar Platten wurden als 
Fertigmedium bezogen. Die Zusammensetzung des Mediums findet sich ebenfalls in der 
Tabelle unten. 










Trypton 10,0 g/l OXOID, Wesel X595B 
Hefeextrakt 5,0 g/l OXOID, Wesel X589B 
Speisesalz (NaCl) 10,0 g/l TIMBU (PENNY), 
Köln 
20218683 
     
Columbia-
Blut-Agar 
Pankreatisch abgeb. Casein 10,0 g/l BDH Prolabo®, 
Darmstadt 
100253ZF 
Peptisch abgeb. Tiergewebe 5,0 g/l  
Peptisch abgeb. Herzgewebe 3,0 g/l  
 Hefeextrakt 5,0 g/l  
 Natriumchlorid 5,0 g/l  
 Stärke 1,0 g/l   
 Agar 15,0 g/l   
 Defibriniertes Schafblut 50 ml   
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Mycobacterium bovis 
Für das für den BCG-Stamm von der DSMZ empfohlene Middlebrook Medium (s. Tabelle 3-3) 
wurde die Middlebrook 7H9 Bouillon Basis in 450 ml A. bidest. und unter Zugabe des 
Glycerins zur Lösung gebracht. Die Lösung wurde 20 min autoklaviert (s. o.). Das sterile 
Medium und das jeweilige Middlebrook Supplement wurden auf 45 °C (ADC Supplement) 
bzw. Raumtemperatur (OADC Supplement)  temperiert. Mit einer sterilen Spritze wurde das 
Supplement in das Medium gegeben und gut gemischt.  
Das fertige Medium wurde in sterile Gefäße mit Schraubverschlüssen abgefüllt und bei 4 °C 
im Kühlschrank gelagert. Die 7H10 Agar-Platten wurden als Fertigmedium bezogen. 
Tabelle 3-3 Zusammensetzung der Nährmedien für M. bovis BCG 
Medium Zusammensetzung  Hersteller Artikel-Nr. 
Middlebrook
Medium 
Middlebrook 7H9 Bouillon Basis 2,35 g/0,5l FLUKA, 
München 
M0178 
Middlebrook ADC Growth 
Supplement a) 












Glycerin (≥86 %) 
 














Middlebrook 7H10 Agar c) 
Ölsäure 
Glukose 














a) Zusammensetzung Middlebrook ADC Supplement: Albumin Fraktion V 2,5 g; Glucose 1,0 g; 
Katalase 0,0015 g; destilliertes Wasser 50 ml 
b)  Zusammensetzung Middlebrook OADC Supplement: Albumin Fraktion V 2,5 g; Glucose 1,0 g; 
Katalase 0,002 g; Ölsäure 0,025 g; Natriumchlorid 0,425 g; destilliertes Wasser 50 ml 
c) Middlebrook 7H10 Agar enthält pro l: Ammoniumsulfat 0,5 g; KH2PO4 1,5 g; Na2HPO4 1,5 g; 
Natriumcitrat 0,4 g; Magnesiumsulfat 0,025 g; Calciumchlorid 0,5 mg; Zinksulfat 1 mg; Kupfersulfat 1 
mg; L-Glutaminsäure(Na-Salz) 0,5 g; Ammoniumeisen(III)-citrat 0,04 g; Pyridoxin HCl 1 mg; Biotin 0,5 mg; 
Malachitgrün 0,25 mg; Agar 15 g  
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3.3 Enzyme, Reagenzien und Mastermixe für die 16S PCR 
Für den PCR-Nachweis der Mikroorganismen wurden die PCR-Reagenzien des SepsiTestTM-Kits 
verwendet sowie weitere spezifische Mastermixe der Firma Molzym. 
Tabelle 3-4 PCR-Reagenzien (enthalten im SepsiTestTM Kit MOLZYM, Bremen) 
SepsiTestTM   
Reagenzien DS – DNA staining solution 
(SYBR® Green), 10x konz.  
DNA-free PCR-grade water 
 
Standards DNA-Standard P1  DNA extrahiert von Bacillus subtilis und 
Saccharomyces cerevisiae (für Mastermix 16S 
GP, Complete und Yeast) 
 DNA-Standard P2 (1:500 P1) 
 DNA-Standard KPN-3 DNA extrahiert von  
Klebsiella pneumoniae (für Mastermix 16S GN)  DNA-Standard KPN-5 
Enzyme MolTaq 16S  
Mastermixe* Mastermix 16S Complete universal Bakterien 16S rDNA 
 Mastermix 16S GP Gram-spezifische 16S rDNA (gegen die 
meisten Gram-positiven Bakterien spezifisch) 
 Mastermix 16S GN 
 
Mastermix 16S Yeast 
Gram-spezifische 16S rDNA (gegen die 
meisten Gram-negativen Bakterien spezifisch) 








3.4 Chemikalien und Lösungen 
Tabelle 3-5 Chemikalien und Lösungen 
Chemikalien* 
Ethanol 96 % 








* Qualität p. A. 
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3.5 Kits und enthaltene Reagenzien 
Tabelle 3-6 Kits und enthaltene Reagenzien wie Puffer und Enzyme 


















MOLZYM, Bremen A-020-024/ 
U-010-024 
















Membranstreifen mit Sonden HAIN LIFESCIENCE, 
Nehren 
304A 
Denaturierungsreagenz (DEN)  
Hybridisierungspuffer (HYB)  
Stringent-Waschlösung (STR)  
Rinse-Lösung (RIN)  
Konjugat-Konzentrat (Con-C)  
Konjugat-Puffer (CON-P)  
Substrat-Konzentrat (SUB-C)  






s. o. HAIN LIFESCIENCE, 
Nehren 
299 
Primer-Nukleotid-Mix (PNM)  
Xpert® MTB/RIF Sample Reagent CEPHEID, Sunnyvale GXMTB/RIF-US-10 





QIAGEN, Hilden 28106 
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3.6 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 3-7 stellt eine Zusammenfassung der für die DNA-Extraktion, PCR-Verfahren sowie die 
mikroskopischen Untersuchungen verwendeten Materialen und Kits. 
Tabelle 3-7 Verbrauchsmaterialien 
Material  Hersteller 
Reaktionsgefäße 2,0 und 1,5 ml Sample Tubes MOLZYM, Bremen 
 50 ml Centrifuge Tubes VWR INT., Darmstadt 
 2,0 ml Collection Tubes 
1,5 ml Elution Tubes 
MOLZYM, Bremen 
MOLZYM, Bremen 
PCR-Reaktionsgefäße MultiPly®-µStrip SARSTEDT, Nümbrecht 
 PCR-8-Tube-Strip, 0,1 ml BIOZYM, Oldendorf 
 LightCycler® PCR-Strips HOFFMANN-LA ROCHE, Berlin 
Spinnsäulen Spin Säulen in 2,0 ml Collection Tubes MOLZYM, Bremen 
 QiAquick® spin columns 50 QIAGEN, Hilden 
Mikroskopisches 
Material 
Neubauer Zählkammer (0,02 mm²) ASSISTENT – HECHT, Sondheim 
 Deckgläser Menzel-Gläser® MENZEL, Braunschweig 
Photometrisches 
Material 
Einmalküvette, Uvette®  EPPENDORF, Hamburg 
Pipettenspitzen Biosphere®-Filter Tips (20 µl, 100 µl, 
300 µl, 1000 µl) 
SARSTEDT, Nümbrecht 
 Biosphere®-Filter Tips extra-long 
(1250 µl) 








BIBBY STERILIN LTD., Stone 
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3.7 Geräte 
Die verwendeten Geräte sowie die für die Laborarbeit benötigte Einrichtung sind in Tabelle 
3-8 aufgelistet. 
Tabelle 3-8 Geräte 
Gerät Hersteller 
Mikrozentrifuge miniSpin EPPENDORF, Hamburg 
Zentrifuge 5804 EPPENDORF, Hamburg 
Thermomixer comfort EPPENDORF, Hamburg 
Vortexmischer, Vortex-Genie 2T SCIENTIFIC INDUSTRIES, Bohemia 
Pipetten eppendorf research (10-5000 µl) EPPENDORF, Hamburg 
Lichtmikroskop, Leitz Diaplan LEITZ, Wetzlar 
Feinwaage A210 P SARTORIUS ANALYTIC, Göttingen 
pH-Meter 765 Calimatic KNICK, Berlin 
BioPhotometer EPPENDORF, Hamburg 
Wasserbad Julabo SW22 JULABO, Seelbach 
Schüttelinkubator Certomat® IS  B BRAUN BIOTECH INTERNATIONAL, Melsungen 
Brutschrank Certomat® BS-1 SARTORIUS ANALYTIC, Göttingen 
Real-Time PCR-Cycler, LightCycler® 96 
Real-Time PCR-Cycler, Opticon® DNA Engine 
HOFFMANN-LA ROCHE, Berlin 
BIORAD, München 
GeneXpert® CEPHEID, Sunnyvale 
FluoroCycler®  HAIN LIEFESCIENCE, Nehren 
GTQ-Cycler 96 HAIN LIEFESCIENCE, Nehren 
GT-Blot 20 HAIN LIEFESCIENCE, Nehren 
Sterile UV-Sicherheitswerkbank, Klasse 2 
Ultraschallklinge, Branson Sonifier B15 
Laufkammer, Eco-Mini 
WB-Apparatur 
BDK LUFT-UND REINRAUMTECHNIK, Sonnenbühl 
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3.8 Antikörper, Reagenzien und Material für biochemische Methoden 
 
Tabelle 3-9 Antikörper, Chemikalien und Material für biochemische Methoden  
Antikörper  
Mycobacterium tuberculosis antibody 
Goat anti mouse HRP 
PROSCI INC, Poway 
THERMO FISCHER SCIENTIFIC, Bremen 
Chemikalien  
Rotiphorese 10x SDS-PAGE 
Roti Mark 10-150 plus, Marker 
Page Ruler Plus Prestained Ladder Roti Load 1 
Probenpuffer 
Coomassie-brilliant-blue 
Roti Block Blockierlösung 
Roti Load Probenpuffer 
Roti Blot A Anodenpuffer 
Roti Blot K Kathodenpuffer 
ECL-Substratlösung 
HRP Substrat Komplex 
Entwicklerlösung 
Fixierlösung 
CARL ROTH, Karlsruhe 
 
 
THERMO FISCHER SCIENTIFIC, Bremen 
 









PVDF Blot-Membran  
Filterpapiere 
Röntgenfilm 
CARL ROTH, Karlsruhe 
GE HEALTHCARE, Hamburg 
KODAK, Stuttgart 
 
Tabelle 3-10 Zusammensetzung einiger Puffer für biochemische Methoden 
 Zusammensetzung 
10x TBS Puffer (pH 7,4) Tris 0,2 M 
 NaCl 1,5 M 
 Auf 500 ml mit bidest auffüllen 
1x TBST Puffer 200 ml 10x TBS Puffer 
 1 ml Tween 20 
 Auf 2 l mit bidest. auffüllen 
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3.9 Mikrobiologische Methoden 
3.9.1 Anzucht der Bakterienstämme 
Der durch die DSMZ als gefriergetrocknetes Pellet erhaltene BCG-Stamm wurde nach 
Angaben des mitgelieferten Faltblatts (Version 2.0.3, 2010) bearbeitet: 
1. Das gefriergetrocknete Pellet wurde in einer vakuumverschlossenen Ampulle 
geliefert. Die Ampullenspitze wurde über einem Bunsenbrenner erhitzt und mit 1 - 2 
Tropfen Wasser zum Zerspringen gebracht. Der zersprungene Teil der Ampulle wurde 
vorsichtig mit einer Pinzette abgeklopft.  
2. Das Isoliermaterial und der Baumwollstopfen wurden aus dem Röhrchen entfernt und 
der Stopfen steril verwahrt. Der Rand des inneren Röhrchens wurde abgeflammt. 
3. 0,5 ml Middlebrook Medium wurden dem Röhrchen zugesetzt und der 
Baumwollstopfen wieder aufgesetzt. Das Pellet wurde 30 min quellen gelassen. 
4. Der Inhalt des Röhrchens wurde umgerührt und in ein Reagenzglas mit 5 ml 
Middlebrookmedium übertragen. 
5. Die Suspension wurde mit 20 % Glycerin versetzt, in 1,5 ml Reaktionsgefäße 
aliquotiert und eingefroren. 
Die Ausgangskulturen der Bakterienstämme wurden mit dem jeweiligen Nährmedium 
angesetzt und mit Zellmaterial aus den Gefrierkulturen angeimpft. Die 
Kultivierungsbedingungen für die Organismen sind in Tabelle 3-11 aufgeführt. Für den MRSA-
Stamm wurde eine Übernachtkultur angesetzt. Aufgrund der langen Generationszeit der 
Mycobakterien wurden diese mindestens 4 Wochen bebrütet. Die Agarplatten für die 
Anzucht von M. bovis wurden mit Parafilm verschlossen, um diese während der langen 
Bebrütungsdauer vor dem Austrocknen zu schützen. 
Tabelle 3-11 Kultivierungsbedingungen der Bakterienstämme 
Bakterienstamm Medium Inkubationsbedingungen 
S. aureus (MRSA) LB-Medium, 10 ml 
Columbia-Blood-Agar  
37 °C; 200 rpm; über Nacht 
37 °C; über Nacht 
E. coli  LB-Medium, 10 ml 37 °C; 200 rpm; über Nacht 
M. bovis (BCG) Middlebrook 7H9 Medium, 20 ml 
Middlebrook 7H10 Agar  
37 °C; 200 rpm; ≥4 Wochen 
37 °C; ≥4 Wochen 
Stammhaltung 
Zur Stammhaltung wurde der BCG-Stamm alle 3 - 4 Wochen in neues Nährmedium überimpft. 
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3.9.2 Konservierung der Kulturen 
Die Kulturen wurden zu 50 % (v/v) mit Glycerin versetzt, sehr gut gemischt (Vortexmischer) 
und in 1,5 ml Reaktionsgefäße aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C bis zum Gebrauch. 
Angebrochene Aliquots wurden bei -20 °C aufbewahrt. 
 
3.9.3 Erstellung einer Wachstumskurve 
Für die Erstellung einer Wachstumskurve wurde eine Übernachtkultur angesetzt und am 
nächsten Morgen in neues Medium überimpft (100 µl Kultur in 10 ml des jeweiligen 
Mediums).  
Von dieser neuen Kultur wurde stündlich die optische Dichte (OD) mit dem Photometer bei 
600 nm bestimmt. Als Blindwert wurde das Medium gemessen. Dabei wurde nach 
laborinternen Anweisungen bei einer OD > 1 die Kultur mit Medium auf eine gemessene 
OD < 1 verdünnt und später über die Verdünnung hochgerechnet. 
 
3.9.4 Bestimmung der Gesamtzellzahl 
Für die Titerbestimmung der Glycerinkultur wurde die Gesamtzellzahl der Bakterienzellen 
mittels Mikroskop und Neubauer Zählkammer (s. Abbildung 3-1) festgelegt. Es wurden 5 (bis 










Abbildung 3-1 Zählraster der Zählkammer nach Neubauer (modifiziert nach [P+W MEDIZINTECHNIK, 2012]) 
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Für die Berechnung der Gesamtzellzahl wurde die folgende Formel herangezogen. Die Fläche 
eines Gruppenquadrates beträgt 0,04 mm², die Kammertiefe 0,02 mm.  
𝑍𝑍𝑍𝑍𝑍𝑍ℎ𝑍 𝑚𝑍⁄ = 𝑆 ∗ 𝑉𝑉
𝑄 ∗ 0,04𝑚𝑚2 ∗ 0,02𝑚𝑚 ∗ 1000 
𝑆 = 𝑆𝑆𝑚𝑚𝑍 𝑍𝑆𝑎𝑎𝑍𝑍äℎ𝑍𝑙𝑍𝑙 𝑍𝑍𝑍𝑍𝑍𝑍 
𝑉𝑉 = 𝑉𝑍𝑙𝑉ü𝑍𝑍𝑆𝑍𝑎𝑎𝑛𝑍𝑛𝑙𝑛𝑙 𝑉𝑍𝑙 𝐾𝑆𝑍𝑙𝑆𝑙𝑍ö𝑎𝑆𝑍𝑎 
𝑄 = 𝐴𝑍𝑍𝑍ℎ𝑍 𝑎𝑍𝑍äℎ𝑍𝑙𝑍𝑙 𝐺𝑙𝑆𝐺𝐺𝑍𝑍𝐺𝑆𝑍𝑉𝑙𝑍𝑙𝑍 
 
 
3.9.5 Bestimmung der Lebendzellzahl 
Die Zahl der koloniebildenden Einheiten (KBE, engl. cfu) je Milliliter wurde anhand der 
Koloniezahl auf Agarplatten bestimmt. Zur Bestimmung der Bakterienzahl wurde ein Aliquot 
der jeweiligen Kultur auf Eis aufgetaut.  
Die Mycobakterienkultur wurde außerdem 15 - 30 s in einem Ultraschallbad behandelt, um 
ein Verklumpen der Zellen zu verhindern. Die Verdünnungsreihe wurde in Middlebrook 
Medium angefertigt und je 100 µl auf einer Agarplatte ausplattiert.  
Die Verdünnungsreihe der MRSA-Kultur wurde in SU-Puffer angefertigt und tröpfchenweise 
10 µl auf Blut-Agar gegeben (3 Tropfen je Verdünnungsstufe).  
Nach einer Bebrütung bei 37 °C (s. Kultivierungsbedingungen Tabelle 3-11) wurden die 
sichtbaren Einzelkolonien der Verdünnungsstufen auf der Platte ausgezählt und über die 
Verdünnung auf die Lebendzellzahl hochgerechnet. 
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3.9.6 Ziehl-Neelsen-Färbung 
Die Ziehl-Neelsen-Färbung erfolgte nach folgendem Protokoll (modifiziert nach APPLICHEM ZN-
Färbung, URL: https://www.applichem.com/fileadmin/produktinfo/a0886_de.pdf): 
- Einen Tropfen der Flüssigkultur auf einem Objektträger trocknen gelassen und 
hitzefixiert (mehrmaliges Durchziehen des Objektträgers durch eine Bunsenbrenner 
Flamme) 
- Karbolfuchsinlösung auf den Objektträger gegeben und 3x vorsichtig bis zur 
Dampfbildung erhitzt (insgesamt bis zu 5 min); dabei immer wieder Färbelösung 
aufgetropft, bevor sie vollständig verdampfte. 
- Den Objektträger abkühlen lassen 
- Den Objektträger vorsichtig mit Wasser gespült bis keine Schlieren mehr zu sehen 
waren. 
- Dann mit saurem Alkohol (1,5 % HCl in 96 %igem Ethanol) für ca. 30 s entfärbt 
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3.10 Spiking-Experimente 
Für den Nachweis sowie die Bestimmung der Sensitivitätsgrenzen von Mikroorganismen in 
kleinen und großen Blutvolumina (1 ml, 10 ml) wurden Spiking-Versuche durchgeführt. 
Hierfür wurde das mit Glycerin versetzte Humanblut  mit bestimmten Titern der relevanten 
pathogenen Bakterien versetzt und anschließend aufgearbeitet. 
Ausgehend von der angelegten Glycerinkultur mit definiertem Titer (cfu/ml) wurde eine 
dekadische Verdünnungsreihe in SU-Puffer angesetzt und sich zunächst an die untere 
Detektionsgrenze herangetastet, indem die DNA extrahiert und eine PCR durchgeführt wurde 
(entsprechend 3.11.1 und 3.11.3).  
Für die Bestimmung der genauen Sensitivitätsgrenze der Methoden wurden 
Verdünnungsstufen im Bereich der unteren Detektionsgrenze in Blut angesetzt. Es wurde 
dabei pro Probe gespikt, d. h es wurde dieselbe Menge einer Verdünnung sowohl in die 1 ml 
Blutproben als auch in die 10 ml Blutproben gegeben. 
Die 1 ml Blutproben wurden in 2 ml Reaktionsgefäßen (Sample Tube) vorbereitet. Für die 
10 ml Proben wurden 50 ml Falkonröhrchen (Centrifuge Tubes, müssen 9500 xg aushalten!) 
genommen. Die Detektion erfolgte mit unterschiedlichen molekularbiologischen Methoden 
(s. nächstes Kapitel). 
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3.11 Molekularbiologische Methoden 
3.11.1 DNA Extraktion pathogener Bakterien aus Blut 
Für die Isolation der DNA pathogener Bakterien aus Blutproben (1 ml und 10 ml) wurde das 
DNA-Extraktions-Kit SepsiTestTM (SepsiTestTM-Handbuch: Part 1 – Pre-Analytics – DNA 
Isolation) angewendet: 
1. 250 µl Puffer CM (4 ml bei 10 ml Probe) wurden zu der Probe im Sample Tube 
pipettiert und für 5 min bei Raumtemperatur (18 – 25 °C) stehen gelassen. Durch 
kurzes Zentrifugieren wurde der Deckel des Tubes gereinigt. 
2. 250 µl Puffer DB1 (4 ml bei 10 ml Probe) sowie 10 µl MolDNase B wurden zu dem 
Lysat pipettiert und für 15 s gut gemischt (Vortexmischer). Die Probe wurde 15 min 
bei Raumtemperatur (18 – 25 °C) stehen gelassen.  
3. Das Sample Tube wurde bei ≥12.000 xg (9.500 xg bei 10 ml Probe) für 10 min 
zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig durch Pipettieren abgenommen. 
4. 1 ml Puffer RS wurde zu dem Pellet pipettiert und dieses durch Vermischen auf dem 
Vortexmischer resuspendiert. (Bei der 10 ml Probe wird das resuspendierte Pellet in 
ein 2 ml Sample Tube überführt.)  
5. Das Sample Tube wurde für 5 min (≥12.000 xg) zentrifugiert und der Überstand 
vorsichtig durch Pipettieren abgenommen. An dieser Stelle kann das Protokoll 
optional unterbrochen werden und das Pellet eingefroren werden (-15 bis -25 °C). 
Zum Weiterbearbeiten wurde das Pellet bei Raumtemperatur (18 – 25 °C) aufgetaut. 
6. 80 µl Puffer RL, 20 µl BugLysis und 1,4 µl ß-Mercaptoethanol wurden zu der Probe 
pipettiert und für 15 s gut gemischt (Vortexmischer). Es folgte eine Inkubation im 
Thermomixer bei 37 °C für 30 min bei 1000 rpm. 
7. 150 µl Puffer RP und 20 µl Proteinase K wurden zu der Probe pipettiert und für 15 s 
gut gemischt (Vortexmischer). Es folgte eine Inkubation im Thermomixer bei 56 °C für 
10 min bei 1000 rpm. 
8. 250 µl Puffer CS wurden hinzu pipettiert und für 15 s gut gemischt (Vortexmischer). 
Durch kurzes Zentrifugieren wurde der Deckel des Sample Tubes gereinigt. 
9. 250 µl Puffer AB wurden dazu pipettiert und für 15 s gut gemischt (Vortexmischer). 
Durch kurzes Zentrifugieren wurde der Deckel des Sample Tubes gereinigt. 
10. Das Lysat wurde durch Pipettieren in eine Spinnsäule übertragen (Spin column), 
welche in einem 2 ml Collection Tube vorlag. Es folgte eine Zentrifugation bei 
≥12.000 xg für 30 s. 
11. Die Spinnsäule wurde aus der Zentrifuge genommen und in ein neues Collection Tube 
übertragen. 400 µl Puffer WB wurden auf die Spinnsäule pipettiert und bei ≥12.000 xg 
für 30 s zentrifugiert. 
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12. Die Spinnsäule wurde aus der Zentrifuge genommen und in ein neues Collection Tube 
übertragen. 400 µl Puffer WS wurden auf die Spinnsäule pipettiert und bei ≥12.000 xg 
für 3 min zentrifugiert. 
13. Die Spinnsäule wurde aus der Zentrifuge genommen und vorsichtig in ein 1,5 ml 
Elution Tube übertragen. 100 µl Puffer ES (vorgewärmt auf 70 °C) wurden auf die 
Spinnsäule pipettiert, 1 min inkubiert und bei ≥12.000 xg für 1 min zentrifugiert. 
14. Das Eluat (DNA) wurde bei 4 - 12°C aufbewahrt, wenn noch am selben Tag analysiert 
wurde oder für eine spätere Analyse eingefroren (-15 bis -25 °C). 
 
 
3.11.2 DNA Extraktion pathogener Bakterien aus anderen Körpermatrizes 
Für die Isolation der DNA pathogener Bakterien aus verschiedenen Gewebeproben wurde das 
DNA-Extraktions-Kit UMD-Universal verwendet. Das Prinzip gleicht dem der pathogenen DNA-
Extraktion mit SepsiTestTM (s. o.). Der Ablauf erfolgte ebenfalls anolog zu SepsiTestTM, 
allerdings ist bei Gewebeproben ein Vorbehandlungsschritt notwendig:  
1. Von den Gewebeproben wurde ein 0,5 x 0,5 cm großes Stück mit einem sterilen 
Skalpell entnommen und anschließend in einer sterilen Petrischale mit dem Skalpell 
weiter zerkleinert. Die Gewebeprobe wurde in einem 2 ml Sample Tube mit 180 µl 
Puffer PKB sowie 20 µl Enzym K vorbehandelt (im Thermomixer: 56 °C, 10 min, 
1000 rpm). 
2. Nach der Inkubation wurde das Sample Tube mit dem Puffer TSB auf 1 ml aufgefüllt. 
3. Die folgenden Schritten entsprechen dem SepsiTestTM Protokoll Schritt 1 – 14 (s. o.). 
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3.11.3 16S Real-Time-PCR 
Die Vorbereitung und Durchführung der PCR erfolgte nach den Angaben des SepsiTestTM-
Handbuchs (Part 2 – Analytics). 
Die PCR-Ansätze wurden unter einer sterilen UV-Arbeitsbank in einem DNA-freien Raum 
zusammenpipettiert und in PCR-Reaktionsgefäße zu je 20 µl aliquotiert. In zwei PCR-Tubes 
wurden die Negativkontrollen gegeben. Die Proben-DNA bzw. Positivkontrollen wurden auf 
der Laborwerkbank, die Mycobakterien-DNA jedoch unter einer sterilen UV-
Sicherheitswerkbank zu den Ansätzen gegeben. Die Reaktionsgefäße wurden dabei 
ununterbrochen in Kühlracks gehalten. Das Schema für die PCR-Ansätze ist in Tabelle 3-12 
dargestellt. 
Tabelle 3-12 PCR-Ansatzschema (25µl Endvolumen pro Assay) [SepsiTestTM, Molzym] 
PCR-Reagenzien µl/Reaktion 
Mastermix 16S GN/GP/complete 10,0 
DNA-free water 7,5 
DNA staining solution (SYBR® Green) 2,5 
MolTaq 16S 0,8 
Template/PC*/NC** 5,0 
Endvolumen 25,08 µl 
*Positivkontrolle (DNA-Standards, vgl. Tabelle 3-4)  
**Negativkontrolle (DNA-freies PCR-Wasser) 
Die PCR-Reaktionsgefäße mit den pipettierten Ansätzen wurden in den PCR-Cycler gestellt. 
Das Programm für die Real-Time PCR erfolgte unter den in Tabelle 3-13 angegebenen 
Bedingungen im LightCycler® 96. 





Die Auswertung der PCR-Analyse erfolgte über die Ct-Werte der Amplifikationskurven und die 
Schmelzkurvenanalyse. 
 Cycles Temperatur [°C] Inkubationszeit [s] 




Annealing 55 10 
Elongation 72 25 
Fluoreszenzmessung  - - 
Schmelzkurve  70 bis 95 0,2 °C/s; 1 s halten 
Cooling  40 10 
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3.11.4 Sequenzierung 
Für die eindeutige Identifizierung der Bakterienstämme wurden die über die Real-Time PCR 
erhaltenen Amplifikate sequenziert. 
Eine Aufreinigung des PCR-Produkts erfolgte mit dem QIAquick PCR Purification Kit von 
QIAGEN: 
1. 25 µl PCR-Produkt wurden mit 125 µl Puffer PB aufgenommen und auf eine 
Spinnsäule (Spin column 50) gegeben und bei ≥12.000 xg für 30 s zentrifugiert. 
2. Der Durchlauf wurde verworfen. 750 µl Puffer PE wurden auf die Spinnsäule gegeben 
und bei ≥12.000 xg für 30 s zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und die 
Spinnsäule leer erneut zentrifugiert (≥12.000 xg für 30 s). 
3. Die Spinnsäule wurde in ein 1,5 ml Tube (mit safe lock) gegeben und 30 µl 
deionisiertes Wasser (MOLZYM, Bremen) wurde auf die Spinnsäule pipettiert und diese 
bei ≥12.000 xg für 1 min zentrifugiert. 
Die aufgereinigte DNA (Eluat) wurde zur Sequenzierung an die Firma GATC (Köln, 
Deutschland) geschickt. Für die Sequenzierung wurden die im SepsiTestTM enthaltenen Primer 
verwendet (SeqGP16 und SeqGN16). 
Für die Identifikation wurde ein Sequenzabgleich mit der Onlinedatenbank SepsiTestTM BLAST 
(http://www.sepsitest-blast.de/de/index.html) durchgeführt. Bei einer Übereinstimmung 
< 97 % wurde die Onlinedatenbank BLAST des NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
verwendet.  
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3.11.5 GeneXpert® System 
Es wurden für den Nachweis von MTB und MRSA zwei unterschiedliche Assays mit dem 
Cepheid GeneXpert® System angewendet: 1) Der Xpert® MTB/RIF Assay für die Detektion 
von DNA des MTB-Komplexes und von Rifampizinresistenz, und 2) der Xpert® MRSA Assay für 
den schnellen Nachweis von MRSA in Screening-Proben. 
Mit definierten Titern gespikte Blutproben wurden mit dem SepsiTestTM Kit vorbehandelt bis 
zur Anreicherung der Bakterien in einem Pellet (SepsiTestTM Protokoll Schritt 5). Die Pellets 
wurden bis zum Gebrauch mit dem GeneXpert® bei -80 °C zwischengelagert. 
Die Bakterien-Pellets wurden in dem im Xpert® Kit enthaltenen Puffern gelöst: Für den 
MRSA-Stamm wurden dafür 1,5 ml Elution Reagent verwendet und die Lösung direkt in die 
Kartusche gegeben. Für den MTB-Assay wurde das Pellet in 2 ml Sample Reagent gelöst und 
15 min bei Raumtemperatur inkubiert und erst dann in die Kartusche überführt. Die 
Kartuschen wurden in das Gerät gestellt und der Assay nach Anleitung des Handbuchs 
gestartet. 
Die Auswertung erfolgt automatisch mit dem GeneXpert® Dx System. Die Probe sowie die 
Positivkontrolle werden als Quantifizierungksurven angezeigt. Das Testergebnis wird als 
positiv oder negativ detektiert angegeben. 
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3.11.6 FluoroType® Test 
Für den spezifischen Nachweis des MTB-Komplexes bzw. von MRSA wurden die Testkits 
FluoroType® MTB und MRSA (HAIN-LIFESCIENCE, Deutschland) verwendet. 
Die Isolierung bakterieller DNA wurde mit dem SepsiTestTM Protokoll durchgeführt. Die PCR 
und Detektion folgte dem FluoroType® Handbuch.  
Die im Testkit enthaltenen Amplifikationsmixe (AM-A und AM-B) wurden aufgetaut und unter 
einer sterilen UV-Arbeitsbank in einem DNA-freien Raum zusammenpipettiert und vorsichtig 
durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Das Ansatzschema für die PCR im FluoroCycler® ist in 
Tabelle 3-14 aufgeführt. Der Master-Mix wurde zu je 10 µl in PCR-Reaktionsgefäße 
(MultiPly®-µ Strip, SARSTEDT) aliquotiert. Die Negativkontrolle (5 µl DNA-freies Wasser) wurde 
ebenfalls in dem DNA-freien Raum dazu pipettiert. Im Gegensatz dazu wurden die Proben-
DNA bzw. Positivkontrollen auf der Laborwerkbank, die Mycobakterien-DNA unter einer 
sterilen UV-Sicherheitswerkbank zu den Ansätzen gegeben.  






*Negativkontrolle (DNA-freies PCR-Wasser)   
** als Positivkontrolle dient die im Kit enthaltene Kontroll-DNA (C+) 
 
Die vorbereiteten Proben wurden in den eingeschalteten FluoroCycler® gestellt. Über die 
Fluoro-Software IVD eines angeschlossenen Computers wurden die Probeninformationen 
eingegeben, der Test und die Kitcharge ausgewählt (für weitere Informationen s. 
Benutzerhandbuch zum FluoroCycler®). Der Lauf wurde gestartet. 
Für die Auswertung und Interpretation der Ergebnisse wurden die Schmelzkurven von der 
Fluoro-Software berechnet. 
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3.11.7 GenoType MTBDRplus 
Die mit dem FluoroType® positiv detektierten klinischen TB-Proben wurden des Weiteren auf 
Resistenzen mit dem GenoType MTBDRplus-Test getestet. Die mit dem SepsiTestTM isolierte 
Proben-DNA wurde für die Untersuchung mit dem GenoType MTBDRplus verwendet. 
Für die Amplifikation wurden die im Testkit enthaltenen Amplifikationsmixe (AM-A und AM-
B) aufgetaut. Unter einer sterilen UV-Arbeitsbank in einem DNA-freien Raum wurden die 
Mixe nach dem vorliegenden Ansatzschema (s. Tabelle 3-15) zusammenpipettiert und 
vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Der Master-Mix wurde zu je 45 µl in PCR-
Reaktionsgefäße (MultiPly®-µStrip, Sarstedt) aliquotiert. Die Negativkontrolle (5 µl DNA-
freies Wasser) wurde ebenfalls in dem DNA-freien Raum dazu pipettiert. Im Gegensatz dazu 
wurde die Proben-DNA unter einer sterilen UV-Sicherheitswerkbank zu den Ansätzen 
gegeben. 






Die Amplifikation erfolgte unter dem in Tabelle 3-16 angegebenem Protokoll im Thermocycler 
GTQ-Cycler 96. Die Amplifikationsprodukte wurden bei +8 bis -20 °C bis zur weiteren 
Verwendung gelagert. 
Tabelle 3-16 Programmierungsprotokoll für den Thermocycler GTQ-Cycler 96.  
GenoType MTBDRplus. 
Cycles Temperatur Zeit 
1 95 °C 15 min 
20 95 °C 30 s 65 °C 2 min 
30 
95 °C 25 s 
50 °C 40 s 
70 °C 40 s 
1 70 °C 8 min 
Die Hybridisierung erfolgte in einem Hybridisierungsgerät von Hain (GT-Blot 20) mit einem 
vorinstallierten Programm (GenoType 45 V2). Nach Anschalten des Geräts wurde den 
Anweisungen auf dem Display gefolgt. 
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Die für die Hybridisierung benötigten Lösungen wurden wie folgt angesetzt und in die mit 
dem Gerät ausgelieferten Behälter gefüllt (Farbzuordnung beachten): 
1. Je 1 ml (plus 3 ml Totvolumen) Hybridisierungspuffer (HYB) und Stringent-
Waschlösung (STR) wurden je Probe in die zugehörige Flasche gefüllt, mit einem 
Magnetrührer versehen und die Flaschen auf die am Gerät befindlichen Heizrührer 
gestellt. Für 30 min wurde das System aufgeheizt. 
2. Das Konjugat-Konzentrat (CON-C) und Substrat-Konzentrat (SUB-C) wurden in den 
vorgesehenen Gefäßen im Verhältnis 1:100 mit dem zugehörigen Puffer  (CON-D bzw. 
SUB-D) verdünnt. Pro Probe wurde je 1 ml angesetzt (plus ein zusätzliches 
Totvolumen von 3 ml). 
3. Die Behälter für die Rinse-Lösung (RIN) und A. bidest wurden voll aufgefüllt. 
4. Die Flaschen wurden mit den vorgesehenen Schläuchen verbunden. 
Die Membranstreifen wurden beschriftet und in die Streifenwanne gelegt. Am hinteren Ende 
der Kavitäten wurden je Probe 20 µl Denaturierungslösung (DEN) vorgelegt und mit je 20 µl 
der Amplifikate der einzelnen Proben durch Auf- und Abpipettieren durchmischt. Das 
Gemisch wurde für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Beendigung der Vorheizphase 
wurde die Streifenwanne auf die vorgesehene Plattform gelegt und der Assay gestartet. 
Für die Auswertung wurden die Streifen nach Abschluss des Assays aus der Wanne 
genommen und auf einem Papiertuch getrocknet. Durch Anlegen der mitgelieferten 
Schablone wurden die Bandenmuster ausgewertet und in einen Auswertungsbogen 






Abbildung 3-2 Membranstreifen des MTBDRplus-Tests 
mit 27 Reaktionszonen (der Membranstreifen entspricht 
nicht der Originalgröße). Das rpoB-Gen für Rifampicin-
Resistenz-Bestimmung, katG-Gen und inhA-Gen für 
Isoniazid-Resistenzen [HAIN LIFESCIENCE, 2012] 
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3.11.8 GenoType Mycobacterium CM 
Proben, bei denen eine Mischinfektion mit anderen Mycobakterienarten möglich ist, wurden 
zusätzlich mit dem Hain-Test GenoType Mycobacterium CM untersucht. 
Für die Amplifikation wurden die benötigten Reagenzien (vgl. Tabelle 3-17) unter einer 
sterilen UV-Arbeitsbank in einem DNA-freien Raum zusammen pipettiert und gemischt. Der 
Master-Mix wurde zu je 45 µl in PCR-Reaktionsgefäße (MultiPly®-µStrip, Sarstedt) aliquotiert. 
Die Negativkontrolle (5 µl DNA-freies Wasser) wurde ebenfalls in dem DNA-freien Raum dazu 
pipettiert. Im Gegensatz dazu wurde die Mycobakterien-DNA unter einer sterilen UV-
Sicherheitswerkbank zu den Ansätzen gegeben.  
Tabelle 3-17 Ansatzschema GenoType Mycobacterium CM  
Reagenz µl/Probe 
PNM 35 
10x PCR Buffer für HotStarTaq 5 




Endvolumen 50,2 µl 
Die Amplifikation erfolgte unter dem in Tabelle 3-18 angegebenem Protokoll im Thermocycler 
GTQ-Cycler 96. Die Amplifikationsprodukte wurden bei +8 bis -20°C bis zur weiteren 
Verwendung gelagert. 
Tabelle 3-18 Programmierungsprotokoll für den Thermocycler.  
GenoType Mycobacterium CM 
Cycles Temperatur Zeit 
1 95°C 15 min 
10 95°C 30 s 58°C 2 min 
20 
95°C 25 s 
53°C 40 s 
70°C 40 s 
1 70°C 8 min 
Die Hybridisierung erfolgte gemäß 3.11.7 in einem Hybridisierungsgerät von Hain 
(GT-Blot 20). Die Hybridisierungslösungen wurden wie auf S. 39 beschrieben vorbereitet.  
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3.12 Biochemische und immunologische Methoden 
3.12.1 Herstellung von Zelllysaten 
Es wurden 5 ml einer durchgewachsenen Kultur für 3 Minuten bei 13000 xg zentrifugiert. Die 
Bakterienpellets wurden in 50 µl NP-40 Lysispuffer lysiert, 30 min auf Eis bzw. 4 °C. Zusätzlich 
zur Lyse mit NP-40 Lysispuffer wurden die Proben mittels Ultraschallklinge behandelt. Die so 
vorbereiteten Probenlysate wurden bei -20 °C gelagert. 
3.12.2 Bradford Test (nach BRADFORD, 1976) 
Zu 200 µl Bradfordreagenz (100 mg Coomassie-brilliant-blue in 50 ml Ethanol (konz.) lösen + 
100 ml 85 %ige Phosphorsäure, mit A. bidest. auf 1000 ml auffüllen; Aufbewahrung bei 4°C im 
Dunkeln) in einer Küvette wurden 2 µl der Probe gegeben, 10 min bei Raumtemperatur 
stehen gelassen und dann in einem Photometer (595 nm) vermessen. 
3.12.3 SDS-PAGE 
Für die SDS Gel-Elektrophorese wurden 50 µg aus dem M. bovis Homogenat und 50 µg aus 
dem E. coli Homogenat mit Lysispuffer auf 25 µl Probe aufgefüllt und mit 8,33 µl Roti Load 1 
Probenpuffer kombiniert. Die Proben wurden für 5 min bei 90 °C erhitzt und auf 18 %ige SDS 
Gele verteilt (s. Tabelle 3-19). Von den Molekulargewichtsmarkern wurden je 6 µl eingesetzt. 
Der Laufpuffer (Rotiphorese 10x) wurde 1:10 mit A. bidest. verdünnt. Die elektrophoretische 
Auftrennung erfolgte für 150 min bei 150 V. 
Tabelle 3-19 Rezept für 18 %iges SDS-Gel. 
Trenngel und Sammelgel. 
 Trenngel Sammelgel 
ddH2O 3,1  ml 7,9  ml 
Acrylamid, 30 % 14,4  ml 3 ml 
1,5 M Tris, pH 8,8 6  ml - 
0,5 M Tris, pH 6,8 - 3,75 ml 
SDS, 10 % 240  µl 150 µl 
APS, 10 % 240 µl 150 µl 
TEMED 24 µl 15 µl 
Nach der Auftrennung wurde ein Gel zur Coomassie-Färbung genutzt und das andere zur 
Western Blot Antikörper Analyse verwendet. 
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3.12.4 Coomassie-Färbung 
Das SDS Gel wurde über Nacht bei Raumtemperatur in Coomassie Färbelösung inkubiert (1 g 
Coomassie brilliant blue, 50 % Methanol, 10 % Eisessig und 40 % doppelt destilliertes Wasser) 
und anschließend in Coomassie Entfärbungslösung (40 % Methanol, 10 % Eisessig und 50 % 
doppelt destilliertes Wasser) gelegt. Das Gel wurde anschließend dokumentiert und 
analysiert. 
3.12.5 Western Blot 
Die Proteinübertragung zur Antikörperanalyse erfolgte mittels Semi-Dry-Blot-Verfahren: 
- Je 4 Filterpapiere wurden in Kathoden- und Anodenpuffern getränkt. 
- Die PVDF Membran wurde 15 - 20 s in Methanol aktiviert, 2 min in A. bidest. 
gewaschen und schließlich für 5 min in Anodenpuffer inkubiert. 
- Das SDS-Gel wurde 15 min in Kathodenpuffer äquilibriert. 
- Die Membrane und das SDS Gel wurden mit den aufgetrennten Proteinproben 
zwischen Filterpapiere in das Blot-Gerät eingespannt. 
- Der Transfer erfolgte für 50 min bei 110 mA. 
Im Anschluss an den Proteintransfer wurde die PVDF Membrane für 1 Stunde bei 
Raumtemperatur in Blockierungslösung Roti Block inkubiert und anschließend über Nacht bei 
4 °C mit dem primären Antikörper (Mycobacterium tuberculosis Antibody [5176]) in einer 
Verdünnung von 1:500 in TBST 10 % Blockierlösung inkubiert. Es folgten drei Waschschritte 
der PVDF Membrane (3 x 10 Minuten) mit TBST Waschpuffer. Die Membrane wurde mit dem 
sekundären Antikörper (goat anti mouse HRP) für 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 
Es folgten erneut drei Waschschritte der PVDF Membrane (3 x 10 min) mit TBST Waschpuffer. 
Abschließend wurde die PVDF Membran kurz mit doppelt destilliertem Wasser gewaschen. 
Für die Entwicklung der Membran mittels Röntgenfilm, wurde diese mit einem HRP Substrat 
Komplex im Verhältnis 1:1 inkubiert. Zur Detektion des  Antikörpersignals auf der mit ECL 
Substrat behandelten PVDF Membran, wurde der Röntgenfilm für 15 s bzw. 3 min dem 
enzymatisch erzeugten Fluoreszenzsignal ausgesetzt und anschließend für 5 min in 
Entwicklerlösung gelegt. Anschließend in doppelt destillierten Wasser kurz gewaschen und 





Ziel dieser Arbeit war der sensitive Nachweis von Tuberkulosebakterien mittels 
unterschiedlicher Methoden. Im Hauptteil der Arbeit geht es dabei um den Vergleich von 
molekularbiologischen Methoden am Beispiel von M. bovis BCG als TB-Stamm sowie eines 
Modellstamms (S. aureus), der mit vergleichbaren Methoden zur Optimierung und 
Verifizierung der Testsysteme analysiert wurde. Dabei wurde auch der Einfluss eines höheren 
Blutvolumens auf die Sensitivität untersucht. Außerdem wurde eine kleine Anzahl klinischer 
Proben mit einem Teil der Methoden analysiert. Zusätzlich wurde eine TB-Antikörper-Analyse 
durchgeführt. Im Folgenden werden die Ergebnisse der beschriebenen Versuche vorgestellt 
und erläutert. 
4.1 Wachstumskurve und Titerbestimmung 
Anhand der Wachstumskurve lassen sich die Wachstumsphasen einer Bakterienkultur 
bestimmen. Für die Herstellung einer Spikingkultur wurde der Zeitpunkt bestimmt, an dem 
die Bakterien einen möglichst hohen Titer haben und noch lebensfähig sind. Bakterien in der 
Absterbephase könnten zu Problemen bei der DNA-Isolierung führen, da die durch Autolyse 
freigesetzte bakterielle DNA bereits zusammen mit der Human-DNA durch MolDNase 
abgebaut wird. 
Die Wachstumskurve eines S. aureus-Stamms ist in Abbildung 4-1 dargestellt. Sie dient hier 
als Modell für das bakterielle Wachstum, da aufgrund des langsamen Wachstums der 
Mycobakterien keine Wachstumskurve für den BCG-Stamm erstellt werden konnte. 
 
























log-Phase stationäre Phase 
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An der Wachstumskurve sind die Anlaufphase oder lag-Phase, die log-Phase mit 
exponentiellem Wachstum des Bakterienstammes sowie die stationäre Phase zu erkennen. 
Am Ende der log-Phase wurden die Bakterien geerntet, da hier von einer maximalen Anzahl 
lebensfähiger Bakterien ausgegangen werden kann. 
Anhand der Lebendzellzahl wird der Titer einer Bakterienkultur (cfu/ml) bestimmt, welcher 
für die Spikingversuche benötigt wird, um eine Verdünnungsreihe mit definierten 
Konzentrationen zu erstellen. Die Gesamtzellzahl wird mikroskopisch bestimmt und zu ihr 
zählen neben den lebenden Bakterien (Koloniebildende) auch die abgestorbenen. 
Die berechnete Gesamtzellzahl der beiden Bakterienstämme sowie die Lebendzellzahlen sind 
in Tabelle 4-1 aufgelistet. Aus der Lebendzellzahl ergibt sich für S. aureus der Ausgangstiter 
5*108 cfu/ml; für M. bovis BCG der Titer 5*105 cfu/ml. Von diesen Titern wurde für die 
folgenden Spiking-Experimente die Verdünnungsreihe berechnet und erstellt. 








S. aureus (STA6) 8,9*108 5,0*108 5*108 
M. bovis BCG (Mybo) -a) 4,9*105 5*105 
a) Für M. bovis wurde keine Gesamtzellzahl bestimmt, da der Titer  an der Grenze der mikroskopischen Sensitivität liegt 
*entspricht dem Titer von dem bei den Spiking-Experimenten ausgegangen wurde 
 
4.2 Färbung der TB-Bakterien nach Ziehl-Neelsen 
Die Ziehl-Neelsen-Kontrastfärbung ist eine bedeutende differentialdiagnostische Methode 
mit der sich säurefeste Bakterien, wie der TB-Erreger, anfärben lassen. Die mit der 
Färbetechnik nach Ziehl-Neelsen angefärbte Flüssigkultur des M. bovis BCG ist in der 
Abbildung unten gezeigt. Zu erkennen sind die rot angefärbten säurefesten 






Abbildung 4-2 Ziehl-Neelsen-Färbung einer M. 
Bovis BCG Flüssigkultur (Vergrößerung 40x). 
Die säurefesten Stäbchen sind durch den Farbstoff 
Karbolfuchsin rot gefärbt und lassen sich durch sauren 
Alkohol nicht wieder entfärben [eigene Darstellung] 
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4.3 Herstellung einer homogenen Mycobakterien-Spikingkultur 
Für die Spiking-Experimente wird eine Kultur mit homogener Verteilung der Bakterien für 
einen definierten Titer benötigt. 
Die Zellen der Mycobakterien neigen dazu, in flüssigen Nährmedien zu aggregieren (vgl. Cord-
Faktor), was sich an sichtbaren Partikeln in der Flüssigkultur zeigt. Diese Partikel machen die 
Erstellung einer homogenen Glycerinkultur für Spikingversuche unmöglich. Um eine 
homogene Glycerinkultur zu erreichen, wurden deshalb diese Partikel von der Kultur 
abgetrennt. Dafür wurde die Kultur einige Zeit auf Eis stehen gelassen, bis sich ein Großteil 
der groben Partikel abgesetzt hatte. Mit einer Pipette wurden vorsichtig 500-1000µl von dem 
Überstand abgenommen und in einer sterilen Petrischale verteilt. Die flüssige Kultur wurde 
dann mit einer neuen Pipettenspitze – ohne Partikel – aufgezogen und in ein 50 ml Röhrchen 
überführt. Die auf diese Weise erhaltene partikel- und klumpenfreie Kultur wurde wie in 3.9.2 
beschrieben mit Glycerin konserviert. Zusätzlich wurde die Glycerinkultur kurz (15 - 20 s) mit 
Ultraschall behandelt. 
Zur Überprüfung der Kultur wurde eine Verdünnungsreihe in Blut angelegt und die DNA 
extrahiert. Die Auswertung der PCR ist in Abbildung 4-3 dargestellt. Die Amplifikationskurven 
der Verdünnungsstufen zeigen eine gleichmäßige Verteilung im Abstand von ca. 3 Zyklen  bis 
zur Verdünnung 10-4. Auch die Schmelzkurven stellen die gleichmäßig abnehmende 
Konzentration der Verdünnungsreihe dar. 
Abbildung 4-3 Verdünnungsreihe der BCG-Spikingkultur mit dem LightCycler® 96. 





Im Rahmen der Stammhaltung wurden die überimpften Kulturen und die Glycerinkulturen vor 
dem Einsatz für Tests zur Sequenzierung geschickt, um die Reinheit der Bakterienkultur zu 
überprüfen. Auch die auf Festmedien gewachsenen Kolonien wurden durch Sequenzierung 
überprüft. 
Abbildung 4-4 stellt eine Teilsequenz des M. bovis BCG dar. Das sogenannte Chromatogramm 
zeigt die Abfolge der dNTPs in einer Linie. Die Sequenz lässt sich in dem Programm (FinchTV, 
GEOSPIZA INC.) bearbeiten und in ein BLAST-System zur Bestimmung des Organismus einfügen. 
Abbildung 4-4 Beispiel einer DNA-Sequenz für M. bovis BCG (Kultur vom 26.06.2014) dargestellt mit 
FinchTV. Die dargestellte Sequenz ist ein Ausschnitt aus der Gesamt-Sequenz vom BCG-
Stamm. Diese Kultur wurde für die Spikingversuche verwendet. 
In Abbildung 4-5 ist die DNA-Sequenz einer kontaminierten Kultur abgebildet. Das 
Sequenzierungs-Chromatogramm zeigt deutlich ein Hintergrundrauschen, d. h. kleine Peaks 
unter der eigentlichen Sequenz. Diese kleinen Peaks werden in diesem Fall von der 
Hauptsequenz überlagert, weil ihr Signal nicht stark genug ist. Eine Kultur mit solch einer 










4.5 Erregernachweis und Sensitivitätsgrenzen molekularbiologischer 
Methoden 
Für den Nachweis der Bakterien aus Blut und die Bestimmung der Sensitivitätsgrenzen der 
molekularbiologischen Methoden wurden Spiking-Experimente mit unterschiedlichen 
Blutvolumina (1 ml und 10 ml) durchgeführt, wobei insbesondere der Einfluss des 
Probenvolumens auf die Nachweisbarkeit überprüft werden sollte. Die Ergebnisse der 
Spiking-Experimente für den S. aureus-Stamm und die TB-Bakterien sind im Folgenden 
dargestellt und erläutert. 
Für den SepsiTestTM 16S-Assay sowie den FluoroType® -Test wurde jeweils DNA derselben 
Probe eingesetzt. Für die Untersuchungen mit dem GeneXpert® wurden parallel zu den oben 
genannten DNA-Eluaten aus denselben Verdünnungen der Bakterienkulturen Bakterienpellets 
mit MolYsisTM hergestellt, da das GeneXpert® System die Bakterienlyse integriert. Auf diese 
Weise sollte eine größtmögliche Vergleichbarkeit der Systeme erreicht werden. 
Aus den Spiking-Ergebnissen ergibt sich jeweils die Sensitivität der molekularbiologischen 
Methoden. Für die Auswertung der 16S RT-PCR wurden die Schmelzkurven herangezogen. 
Außerdem wurden die PCR-Amplifikate an der unteren Detektionsgrenze zur endgültigen 
Bestimmung zur Sequenzierung geschickt. Bei dem FluoroType® sowie dem GeneXpert® ist 
die Schmelzkurvenanalyse im System integriert und eine manuelle Auswertung deshalb nicht 
notwendig.  
S. aureus  
Die Schmelzkurven für den STA6 der 16S RT-PCR sind in den folgenden Graphiken dargestellt. 
In beiden Fällen ist eine Abnahme der Peakhöhe mit abnehmender Bakterienzahl im Blut zu 
erkennen.  
Abbildung 4-6 RT-PCR Schmelzkurvenanalyse STA6 für 1 ml Blutproben (500, 100, 50 und 25 cfu/Probe) 
mit dem LightCycler® 96. 
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Für die 1 ml Blutproben (Abbildung 4-6) zeigt die Verdünnungsreihe in der 
Doppelbestimmung für 500 und 100 cfu deutliche Peaks. Bei einer Bakterienzahl von 50 cfu 






Abbildung 4-7 RT-PCR Schmelzkurvenanalyse STA6 für 10 ml Blutproben (500, 100, 50 und 25 
cfu/Probe) mit dem LightCycler® 96. 
Die 10 ml Blutproben (Abbildung 4-7) zeigen ebenfalls deutliche Peaks bis zu einer 
Bakterienzahl von 100 cfu. Für 50 cfu ist einer der beiden Peaks deutlich, der andere schwach, 
er wird aber noch als positiv gewertet. Mit einer Sequenzierung muss jedoch noch geprüft 
werden, ob ein tatsächlicher Nachweis möglich ist. Für 25 cfu ist nur ein schwacher Peak zu 
erkennen, welcher als negativ gewertet wird. 
Eine Ergebnisgegenüberstellung der verschiedenen molekularbiologischen Methoden sowie 
die sich daraus erschließenden analytischen Sensitivitäten sind in Tabelle 4-2 dargestellt.  
Tabelle 4-2 Ergebnisse der Spikingversuche sowie Analytische Sensitivitäten der molekularbiologischen 
Methoden für STA6. Anzahl der positiven Proben/Gesamtzahl der getesteten Proben.  
 
16S PCR  FluoroType® MRSA  Xpert® MRSA 
cfu/Probe 1 ml 10 ml  1 ml 10 ml  1 ml 10 ml 
500 2/2 2/2  2/2 2/2  1/2 1/2 
100 2/2 2/2  2/2 2/2  0/1 0/2 
50 1/2 2/2  2/2 2/2  - 0/1 
25 1/2 1/2  0/1 0/1  - - 
LOD* 
cfu/ml 100 5 
 50 5  > 500 > 50 
*LOD: Sensitivitätsgrenze ist definiert als 100 % positive Ergebnisse 
Die 16S PCR erreicht dabei einen 100 %igen Erregernachweis bei 100 cfu/Probe in 1 ml 
Blutproben bzw. 50 cfu/Probe in 10 ml Blut. Somit liegt die 16S PCR des SepsiTestTM bei einer 





FluoroType® MRSA weist sowohl in 1 ml als auch in 10 ml Blut 50 cfu/Probe nach wodurch 
die LOD bei 50 cfu/ml in 1 ml Blut bzw. 5 cfu/ml in 10 ml Blut liegt. Der Xpert® detektiert 
jeweils nur eine Probe mit dem Titer 500 cfu/Probe und erreicht somit nur eine Sensitivität 
von > 500 cfu/ml für 1 ml Blutproben bzw. > 50 cfu/ml in 10 ml Blutproben. 
 
M. bovis BCG 
Die Ergebnisse der einzelnen Methoden zur Bestimmung des M. bovis BCG sowie deren 
analytischen Sensitivitäten sind in der folgenden Tabelle dargestellt. Eine graphische 
Darstellung für ausgewählte Schmelzkurven erfolgt in der Diskussion. 
Tabelle 4-3 Ergebnisse der Spikingversuche sowie Analytische Sensitivitäten der molekularbiologischen 
Methoden für M. bovis BCG. Anzahl der positiven Proben/Gesamtzahl der getesteten Proben. 
 
16S PCR  FluoroType® MTB  Xpert® MTB/RIF 
cfu/Probe 1 ml 10 ml  1 ml 10 ml  1 ml 10 ml a) 10 ml b) 
50 3/4 3/4  2/2 4/4  0/2 1/2 2/2 
25 0/4 0/4  2/2 4/4  - - 2/2 
10 0/4 0/4  3/4 1/4  - - - 
5 0/4 0/4  1/4 0/4  - - - 
2,5 0/2 0/2  0/2 0/2  - - - 
LOD* 
cfu/ml > 50 > 5 
 25 2,5  > 50 > 5 2,5 
a) SepsiTestTM Protokoll bis BCG-Bakterienpellets; dann Extraktion und Analyse mit dem Xpert® MTB/RIF 
b) SepsiTestTM Protokoll bis BugLysis und Proteinase K; dann Extraktion und Analyse mit dem Xpert® 
MTB/RIF 
*LOD: Sensitivitätsgrenze ist definiert als 100 % positive Ergebnisse 
Für die 16S PCR werden 3 von 4 Proben mit 50 cfu/Probe in 1 ml und 10 ml Blut positiv 
detektiert. Die 16S PCR erreicht somit eine Sensitivität von > 50 cfu/ml in 1 ml Blut und 
> 5 cfu/ml in 10 ml Blut. Der FluoroType® weist in beiden Blutvolumina 25 cfu/Probe ohne 
Ausfall nach und hat somit Sensitivitätsgrenzen von 25 cfu/ml in 1 ml Blut bzw. 2,5 cfu/ml in 
10 ml Blut. Bei der Analyse der BCG-Bakterienpellets mit dem Xpert® wird nur eine 10 ml 
Blutprobe mit dem Titer 50 cfu/Probe positiv detektiert.  
Aufgrund der hohen Ausfallrate des Xpert® Systems wurden weitere Spiking-Experimente 
durchgeführt, um den Test in Hinblick auf die Lyse der Bakterienzellen vergleichbar mit den 
anderen beiden Testsystemen zu überprüfen. Dafür wurde das Bakterienpellet (aus 10 ml 
Blutproben) nach dem SepsiTestTM Protokoll enzymatisch mit BugLysis und Proteinase K 
weiterbehandelt und erst das Lysat in die Xpert®-Kartusche gegeben. Auf diese Weise sollte 
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gewährleistet werden, dass die Lyse der Zellen ausreichend stattfindet und es zu keinem 
Verlust an DNA auf Seiten der Bakterienlyse kommt. Bei den Spiking-Versuchen mit den 
lysierten Bakterienpellets ergibt die Analyse mit dem Xpert® eine 100 % Detektionsrate bei 





4.6 Untersuchung klinischer TB-Proben 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Proben von Patienten mit klinischen Symptomen für TB 
untersucht (s. Tabelle 4-4). Die Untersuchung erfolgte mit molekularbiologischen Methoden, 
welche zum Teil auch in den vorgegangenen Spiking-Experimenten angewandt wurden. Es 
wurden aber auch zusätzliche Methoden zur weiterführenden Untersuchung 
(z. B. Resistenzbestimmung) herangezogen. 
Tabelle 4-4 Auflistung klinischer Proben mit TB-Verdacht 
Probenbezeichnung Patient* Probenart 
A1 A Bioptat vom Lymphknoten 
A2 A Bioptat aus dem Bereich Sternum 
B1 B Bioptat vom Lymphknoten aus dem Darmbereich 
*Die Patienten stammen aus afrikanischen Gebieten; keine Angaben zu Alter oder Geschlecht 
Die mit dem UMD-Universal Kit isolierte DNA wurde zum einen für eine 16S RT-PCR 
(SepsiTestTM) mit spezifischen Primern eingesetzt, zum anderen wurde der FluoroType®-Test 
zur schnellen Identifizierung durchgeführt. 
 
16S RT-PCR und Sequenzierung 
Mit der 16S RT-PCR wurde ein Screening nach gram-positiven und gram-negativen Bakterien 
sowie Hefen und Pilzen durchgeführt. Abbildung 4-8 stellt die Schmelzkurvenanalyse für die 
Proben A1 und A2 mit spezifischen Primern dar. Dabei zeigt A1 mit GP-Primern einen 
bakterienspezifischen Peak bei ca. 87 °C. Für A2 bildet sich mit GN-Primern ein Peak bei ca. 
89 °C aus. Die humane Hintergrund-DNA, welche von den Primern ebenfalls amplifiziert wird, 





Abbildung 4-8 Schmelzkurven für die klinischen Probe A1 und A2, aufgenommen mit dem Opticon®. 
gelb: spezifischer Mastermix 16S GP; rot: spezifischer Mastermix 16S GN 
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Abbildung 4-9 zeigt Schmelzkurven für die klinische Probe B1 mit unterschiedlichen 
spezifischen Primern. Ein bakterienspezifischer Peak zeigt sich im Mastermix 16S GP; im 
Mastermix 16S GN ist eine Nulllinie zu verzeichnen. Außerdem sind deutlich die Peaks der 






Abbildung 4-9 Schmelzkurven für die klinische Probe B1, aufgenommen mit dem Opticon®. 
blau: spezifischer Mastermix 16S GP; grün: spezifischer Mastermix 16S GN 
Die Amplifikate der jeweiligen Proben (vgl. Abbildung 4-8 und Abbildung 4-9) aus der PCR 
wurden zur Sequenzierung geschickt. Die Sequenzier-Ergebnisse finden sich in Tabelle 4-5. Es 
konnten keine Mycobakterien nachgewiesen werden. 
Tabelle 4-5 Ergebnisse der Sequenzierung klinischer Proben mit SepsiTest™ BLAST 
Probe Primer Ergebnis Sequenzidentität Länge Accession 
A1 GP Staphylococcus epidermidis 96,0 %* 388 bp HM216570.1 
A2 GN Propionibacterium acnes 99,7 % 372 bp AB042288 
B1 GP Gemella haemolysans 99,5 % 383 bp L14326 








Die mit dem FluoroType® MTB  erhaltenen Schmelzkurvenanalysen sind in Abbildung 4-10 
dargestellt. Die Probe A2 und B1 zeigen einen spezifischen MTB-Peak bei 70 °C (vgl. 
Positivkontrolle PC). Somit wurde in diesen Proben MTB-Komplex DNA detektiert. Probe A1 
hat keinen spezifischen MTB-Peak, sondern einen Peak bei 60 °C für die 
Amplifikationskontrolle (vgl. Negativkontrolle NC). 
Abbildung 4-10 Schmelzkurvenanalysen erstellt mit dem FluoroType® MTB für klinische Proben. 
links: Probe A1 und A2; rechts: Probe B1 
Eine Auflistung der FluoroType®-Ergebnisse zeigt Tabelle 4-6. 
Tabelle 4-6 Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse FluoroType® MTB für klinische TB-Proben 
Probe Ergebnis 
A1 Keine MTB-Komplex DNA detektiert 
A2 MTB-Komplex DNA detektiert 
B1 MTB-Komplex DNA detektiert 
 
GenoType Tests 
Für die Therapie der Patienten ist es wichtig mögliche Resistenzen gegen antimycobakterielle 
Medikamente aufzudecken. Dafür wurde der GenoType MTBDRplus durchgeführt. Die 
Membranstreifen des MTBDRplus-Tests wurden mit dem Auswertungsbogen (vgl. Abbildung 
3-2) analysiert. Die Auswertung ist in Abbildung 4-11 dargestellt. Beide Probenstreifen zeigen 
sowohl die Konjugationskontrolle (CC) als auch die Amplifikationskontrolle (AC) und können 
als valide bewertet werden. 
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Probe A2 zeigt eine Bande für den MTB-Komplex (TUB). Es wurde keine Antibiotika-Resistenz 
nachgewiesen, da alle Wildtypbanden (WT), aber keine der Mutationsbanden (MUT) 
entwickelt wurden.  
Probe B1 weist ein besonderes Bandenmuster auf. Es ist keine Bande für den MTB-Komplex 
(TUB-Bande) entwickelt. Außerdem fehlt die Wildtypbande WT1 für Isoniazid, dafür ist die 
zugehörige Mutationsbande (inhA MUT1) entwickelt. Die Banden ergeben ein auswertbares 





Abbildung 4-11 Ergebnis GenoType MTBDRplus Test, Proben A2 und B1. Ausschnitt aus dem 
Auswertungsbogen mit aufgeklebten Membranstreifen. CC: Konjugationskontrolle; AC: 
Amplifikationskontrolle; TUB: MTB-Komplex; Lokuskontrollen (rpoB, KatG, inhA); WT: 
Wildtypsonden; MUT: Mutationssonden. 
Aufgrund der fehlenden TUB-Bande wurde mit Probe B1 der GenoType Mycobacterium CM 
Test durchgeführt, um eine mögliche Mischinfektion mit einem nicht-tuberkulösem 
Mycobakterium (MOTT) zu untersuchen. Das Ergebnis ist in Abbildung 4-12 dargestellt. Der 
Membranstreifen weist außer der Konjugatskontrolle (CC) keine Banden auf und wurde somit 




Abbildung 4-12 Ergebnis GenoType Mycobacterium CM Test, Probe B1. 
Ausschnitt aus dem Auswertungsbogen mit aufgeklebten 
Membranstreifen. CC: Konjugatkontrolle; UC: Universalkontrolle;  
GC: Genuskontrolle; weitere Banden: spezifische Gensonden.  
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4.7 Biochemische und immunologische Proteinanalyse in M. bovis 
Für einen biochemischen Nachweis von TB mithilfe der vorgestellten I-PCR (s. 1.3.6) sollte 
zunächst ein „Proof of Concept“ erstellt werden. D. h. es wurde ein passender Antikörper 
daraufhin  überprüft, ob eine Detektion der TB-Bakterien mit diesem möglich ist. Außerdem 
sollte gezeigt werden, dass eine Negativkontrolle (E. coli) nicht von diesem Antikörper 
detektiert wird und somit die nötige Spezifität für TB gegeben ist. 
Antikörperauswahl 
Für die Auswahl eines geeigneten Antikörpers wurde eine Internetrecherche durchgeführt. 
Die Suche erfolgte auf verschiedenen Internetseiten und wurde mit den folgenden 
Parametern eingegrenzt:  
- monoklonaler Antikörper 
- keine Stabilisierungsproteine zugefügt 
- spezifisch für MTB-Komplex (bzw. M. tuberculosis und M. bovis) 
Ausgewählt wurde der Antikörper „Mycobacterium tuberculosis Antibody“ (35-605) der Firma 
PROSCI INC. (Poway, USA). Dieser Antikörper erkennt das 16 kDa Hitzeschockprotein (HspX) von 




Die Coomassie-Färbung des 18% SDS Gels (s. u.) zeigt, dass die Proteinlysate von M. bovis und 
E. coli im Bereich zwischen 10 und 60 kDa aufgetrennt wurden. Die jeweiligen Doppelproben 
von M. bovis und E. coli weisen dabei ein 
vergleichbares Bandenmuster auf. Der 
molekulare Bereich zwischen 10 und 
30 kDa zeigt bei E. coli eine höhere 
Farbintensität als bei M. bovis. Bei beiden 
Bakterien sind Banden im Bereich 





Abbildung 4-13 Coomassie-Färbung des SDS-Gels. 
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Western Blot Analyse 
Abbildung 4-14 zeigt die Western Blot Analyse mit unterschiedlichen Belichtungszeiten. Im 
Bild links wurde der Röntgenfilm für 15 Sekunden auf der mit ECL Substrat behandelten 









Abbildung 4-14 Western Blot Analyse mit unterschiedlichen Entwicklungszeiten.  
links: 15 s Belichtungszeit, rechts: 3 min Belichtungszeit 
Im direkten Vergleich der zwei Röntgenfilme zeigt sich eine Zunahme der Bandenintensität 
(rote Pfeile) in den E. coli Kontrollen bei ~16,2 kDa. Ebenso zeigt sich im direkten Vergleich 
eine Zunahme der Banden (blaue Kreise) in den E. coli Kontrollproben bei ~ 9,8 kDa. Für 
M. bovis zeigt sich eine Bande beim 3 Minuten belichteten Blot, nicht aber beim 15 Sekunden 
belichteten Blot. Die Bande von M. bovis Proben (gelber Pfeil) besitzt ein Molekulargewicht 
von ~ 16,4 kDa. Der Vergleich dieser Bande mit den Banden in den E. coli Kontrollproben 
zeigt, dass beide Banden ein fast identisches Molekulargewicht aufweisen (M. bovis 
~16,4 kDa; E. coli ~16,2 kDa). Es lässt sich also nicht zwischen der Probe und der 
Negativkontrolle unterscheiden. 
Da die Ergebnisse der Western Blot Analyse zeigen, dass der Antikörper nicht die nötige 
Spezifität für einen TB-Nachweis bietet, wurden an dieser Stelle die Untersuchungen des 





Auf den folgenden Seiten wird in einer Methodendiskussion auf einzelne Methoden 
eingegangen. Dabei wird zum einen verdeutlicht, wie die Ergebnisse zustande gekommen 
sind und zum anderen werden mögliche Probleme und Fehlerquellen aufgezeigt und 
diskutiert. 
5.1.1 Titerbestimmung der Tuberkulosebakterien 
Für die Anzucht der TB-Bakterien im Labor gibt es spezielle Flüssig- und Festmedien. Im 
Handbook of microbiological media [ATLAS, 2010] werden für die Anzucht von Mycobakterien 
verschiedene Medien aufgeführt. Darunter das Medium nach Löwenstein-Jensen, das 
Stonebrink’s Medium sowie das Middlebrook Medium.  
Das in dieser Arbeit verwendete und von der DSMZ empfohlene Middlebrook Medium (DSMZ 
Medium 645) eignet sich für die Kultivierung, Isolierung und Stammhaltung von 
Mycobakterien Spezies. Für eine Differenzierung der Spezies ist dieses Medium jedoch nicht 
geeignet. Für eine Speziesdifferenzierung empfiehlt sich das Medium nach Löwenstein-
Jensen. M. tuberculosis erscheint hier in rauen, granulatförmigen Kolonien  [ATLAS, 2010].  
Der M. bovis BCG-Stamm zeigte auf dem Middlebrook Medium ein Wachstum in ähnlich 
trockenen, rauen und erhabenen Kolonien wie M. tuberculosis (vgl. Abbildung 5-1). 
Abbildung 5-1 Kultur von M. bovis BCG auf Middlebrook-Agar für die Bestimmung der Lebendzellzahl 
(Verdünnung 10-3). Die Kolonien sind trocken und erhaben [eigene Darstellung] 
Diskussion 58 
 
Das spezielle Wachstum der Bakterien war insbesondere für die Titerbestimmung und die 
Herstellung einer homogenen Spikingkultur mit Problemen verbunden. Die aufgrund der 
Cord-Bildung in Flüssigkultur entstehenden Partikel ließen sich nicht in Lösung bringen. Mit 
der in 4.2 beschriebenen Methode konnten die Partikel abgesammelt werden. Zusätzlich 
sollte durch kurze Ultraschallbehandlungen ein Auseinanderlagern der Bakterien im 
Mikrobereich erreicht werden. Dadurch wurde eine homogene Kultur zum Spiken gewonnen, 
welches die Verdünnungsreihe bestätigte. Die Ct-Werte der Verdünnungsreihe waren 
reproduzierbar und gleichmäßig verteilt (vgl. Tabelle 5-1; Abbildung 4-3). Der Abstand der 
Amplifikationskurven bei einer dekadischen Verdünnung beträgt ca. 3,3 Zyklen. Bei sehr 
kleinen Konzentrationen ist eine Quantifizierung über die Amplifikationskurven bzw. Ct-
Werte jedoch nicht mehr möglich. Das zeigt auch die Verdünnung 10-5, deren Ct-Werte sich 
nicht mehr von der Verdünnung 10-4 unterscheiden lassen. Die Verdünnungsreihe wurde 
wiederholt und die Daten konnten dabei reproduziert werden (Daten nicht gezeigt), wodurch 
von einer homogenen Kultur ausgegangen werden konnte. Die Glycerinkultur wurde 
daraufhin für die Spiking-Experimente verwendet.  
Tabelle 5-1 Ct-Werte der BCG Verdünnungsreihe 
Verdünnung Ct* 
10-2 28,66 28,86 
10-3 32,68 32,47 
10-4 35,35 36,16 
10-5 35,79 36,96 
*Doppelbestimmung der Ct-Werte 
Für die Titerbestimmung wurde die Kultur auf Middlebrook-Platten ausplattiert und bebrütet. 
Wie die Abbildung 5-1 zeigt, liegen viele Einzelkolonien vor, die sich gut auszählen lassen. 
Vereinzelt treten dennoch „Bakterienhügel“ auf, die auf eine Aneinanderlagerung der Zellen 
schließen lassen, welche durch die Cord-Bildung zustande kommen. Denkbar wäre, dass die 
Ultraschallbehandlung noch nicht ausreichend war oder dass sich die Zellen wieder 
zusammengelagert haben.  
Dies zeigt, dass die Herstellung und Titerung einer BCG-Kultur im Vergleich zu anderen 
Bakterienkulturen (z. B. S. aureus) um einiges schwieriger und zeitaufwendiger ist. Die Platten 





5.1.2 DNA Extraktion pathogener Bakterien aus Blut 
Für einen molekularbiologischen Nachweis kleinster Bakterienmengen aus Vollblut ist nicht 
nur der Assay zur Detektion wichtig, sondern auch die präanalytische Aufarbeitung der 
Proben. Das in dieser Arbeit angewendete Verfahren (SepsiTestTM) nutzt die unter 1.3.1 
vorgestellte MolYsisTM Technologie der Firma Molzym, bei der eine Degradation humaner 
DNA stattfindet, ohne dabei die in der Probe vorhandenen Mikroorganismen zu schädigen. 
Bei dieser Extraktionsmethode sind vor allen Dingen die ersten Schritte des Protokolls 
kritisch. D. h. die Lyse der humanen Zellen durch chaotrope Puffer, der Abbau humaner DNA 
sowie die Anreicherung der Bakterien in einem Zellpellet (vgl. SepsiTestTM-Protokoll 
Schritte 1 - 5). Während dieser Schritte können Bakterienzellen „verloren“ gehen und falsch 
negative Ergebnisse in der anschließenden PCR-Analytik verursachen. Ein besonders kritischer 
Punkt ist hierbei das Pelletieren der Bakterien. Durch vorsichtiges Abnehmen des 
Überstandes (humane Bestandteile) sollten die Bakterien im Pellet verbleiben, sodass 
möglichst keine Bakterien dabei verloren gehen. Dabei ist zu beachten, dass die Pellets je 
nach Blutcharge und Volumen unterschiedlich sein können. Die beobachteten 
Bakterienpellets in 1 ml Blut waren fest, gut zu erkennen und ließen sich nur schwer lösen, 
wodurch der Überstand problemlos von dem Pellet entfernt werden konnte. Im Gegensatz 
dazu fanden sich in den 10 ml Blutproben langgezogene Pellets von teilweise viskoser 
Konsistenz, wodurch besondere Vorsicht beim Abnehmen des Überstandes geboten war, um 
die Bakterien zu erhalten. Für die anschließende Analytik, insbesondere die 16S PCR, ist die 
präanalytische Aufarbeitung der Blutproben wichtig, um die humanen Bestandteile zu 
entfernen (s. Abschnitt 5.1.3). 
In den weiteren Schritten des Protokolls hängt die DNA-Extraktion von der Lyse der Bakterien 
ab. Die Bedingungen für die enzymatische Lyse des SepsiTestTM sind sowohl an die schwerer 
lysierbaren gram-positiven als auch an die sensibleren gram-negativen Bakterien angepasst. 
Es kann aber dennoch zu einer unzureichenden Freisetzung oder aber auch zu einem 
vorzeitigen Abbau von Erreger-DNA kommen, wodurch die Sensitivität eingeschränkt werden 
kann. Dadurch lassen sich die unterschiedlichen Sensitivitäten von Bakterienstämmen unter 




5.1.3 16S PCR und Sequenzierung 
Die SepsiTestTM 16S PCR erfordert eine Analyse der Schmelzkurven und die Bestätigung der 
Sensitivität durch eine Sequenzierung der PCR-Amplifikate, während der FluoroType® und 
Xpert® eine integrierte Interpretation der Schmelzkurven liefern. 
Die Sensitivität der 16S PCR wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Dazu gehören vor 
allem der Anteil an humaner DNA, die Ausbildung von Primer-Dimeren sowie mögliche 
Hemmstoffe. Im Folgenden soll an ausgewählten Beispielen die Analyse der Schmelzkurven 
veranschaulicht werden. 
Humane DNA 
Die 16S PCR als Analytik-Methode kann als sogenannte broad-range PCR (vgl. 1.3.2) ein 
Problem mit sich bringen. Ist der Anteil an humaner DNA bei der PCR zu groß, können 
unspezifische Bindungen der Primer an die humanen DNA-Bestandteile entstehen. Dadurch 
wird die Konzentration der freien Primer im Mastermix verringert und es stehen weniger 
Primer für die Amplifikation der Ziel-DNA zur Verfügung. Folglich kommt es zu 
Sensitivitätsverlusten und falsch-negativen Ergebnissen [HANDSCHUR ET AL., 2009]. Dies ist 
gerade bei low-grade Infektionen, also bei Infektionen mit geringen 
Bakterienkonzentrationen, ein Problem. Auf der anderen Seite kann es aber auch zu falsch-
positiven Ergebnissen kommen, indem die Primer an der humanen mitochondrialen DNA zu 
unspezifischen Amplifikaten binden [DISQUÉ, 2007]. 
Die folgende Abbildung stellt die Schmelzkurven einer TB-Probe in verschiedenen 
Mastermixen dar. Die grüne Kurve zeigt den für humane DNA typischen Doppelpeak. Der 
Peak für die Erreger-DNA ist im Gegensatz dazu nur gering ausgebildet. Die blaue Kurve weist 





Abbildung 5-2 Schmelzkurven M. bovis BCG. grün: Mastermix 16S Complete; blau: spezifischer 
Mastermix 16S GN 
humane DNA Erreger-DNA 
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Wie in Abbildung 5-2 dargestellt wurde die 16S PCR in zwei unterschiedlichen Mastermixen 
durchgeführt, dem universellen Mastermix 16S Complete sowie einem spezifischen 
Mastermix (MOLZYM, Bremen). Die Amplifizierung humaner DNA zeigt sich insbesondere im 
Mastermix 16S Complete Mastermix. Der spezifische Mastermix eliminiert eine Amplifikation 
humaner DNA weitestgehend, was in vielen Fällen eine Steigerung des Erreger-Peaks zur 
Folge hat (s. o.). Die Maskierung der Erreger-DNA durch einen zu hohen Anteil humaner DNA 
kann also insbesondere bei geringen Titern  durch die Verwendung eines spezifischen 
Mastermixes verringert werden. 
Primer-Dimere 
Primer-Dimere entstehen als Nebenprodukte bei der PCR und können dadurch eine 
Minderung der Amplifikation der Ziel-DNA bewirken. In Abbildung 5-3 sind die Schmelzkurven 
einer Probe dargestellt, welche mit unterschiedlichen Polymerasen amplifiziert wurde. 
Die blaue Kurve zeigt die Amplifikation mit der 16S Taq Polymerase. Der spezifische TB-Peak 
bei ca. 91 °C ist niedrig, die Primer-Dimere bei 78 °C weisen dagegen einen großen Peak auf. 
Bei der anderen Kurve wurde für dieselbe Probe eine Hot Start Polymerase 
(Produktentwicklung MOLZYM) verwendet. Die Schmelzkurve zeigt eine deutliche Reduzierung 





Abbildung 5-3 Schmelzkurven für M. bovis BCG mit verschiedenen Polymerasen. Mastermix 16S GN. 
Auch wenn der PCR-Ansatz auf Eis erfolgte und die Kühlkette währenddessen nicht 
unterbrochen wurde, können Primer-Dimere auftreten. V. a. bei großen PCR-Ansätzen mit 
vielen Proben kann die Zeit ausreichen, dass die Polymerase beginnt die Primer zu 
amplifizieren. Durch die Verwendung einer Hot Start Polymerase konnte die Sensitivität der 
Methode für einige Proben deutlich gesteigert werden, sodass aus schwach positiven 








Hemmstoffe, die in das DNA-Eluat gelangen, können eine Amplifikation in der PCR 
verhindern. Mögliche Hemmstoffe sind z. B. Häme aus dem Blut oder Ethanol (letzter 
Waschpuffer). Durch die präanalytische Aufarbeitung mit SepsiTestTM wird die DNA 
aufgereinigt und hemmende Stoffe entfernt. Um eine PCR-Hemmung zu simulieren wurde zu 
einem PCR-Ansatz Ethanol gegeben. Die in Abbildung 5-4 dargestellten Schmelzkurven zeigen 
dieselbe Probe, die mit SepsiTestTM aufgearbeitet wurde. Bei der einen Probe (grüne Kurve) 
wurde Ethanol zu dem PCR-Ansatz gegeben.  Die violette Kurve zeigt die aufgereinigte DNA 
ohne Ethanol.  Sie hat einen klaren Peak für Primer-Dimere und für die Erreger-DNA. Die 
grüne Kurve hingegen ist deutlich gehemmt. Typisch für eine Hemmung ist, dass neben dem 
fehlenden Erreger-Peak keine Dimere zu sehen sind. Eine PCR-Hemmung würde sich also 
deutlich in der Schmelzkurve der RT-PCR bemerkbar machen. Deshalb können die in dieser 
Arbeit als negativ gewerteten Schmelzkurven von einer gehemmten Probe unterschieden und 
somit als valide angesehen werden. 




Letztendlich müssen die für als positiv befundene Erreger-Peaks der Schmelzkurvenanalyse in 
der 16S PCR durch eine Sequenzierung der PCR-Amplifikate bestätigt werden. Die Ergebnisse 
der Schmelzkurvenanalyse und Sequenzierung sind in Tabelle 5-2 dargestellt. Es konnten 3 
von 4 deutlichen Peaks für 50 cfu/Probe sowohl in 1 ml als auch in 10 ml Proben als M. bovis 
sequenziert und somit als positiv gewertet werden.  







Peakhöhe 16S PCR: + deutlicher Peak; (+) schwacher Peak; - negativ, kein Peak  
 1ml 10ml 
cfu/Probe 16S PCR Sequenzierung 16S PCR Sequenzierung 
50 ++++ -+++ ++++ -+++ 
25 (+)(+)(+)(+) ---- --(+)(+) ---- 
10 (+)(+)(+)(+) ---- --(+)(+) ---- 
5 (+)(+)(+)(+) ---- --(+)(+) ---- 




In der Ergebnisdiskussion werden die zuvor dargestellten Ergebnisse nochmals detailliert 
erläutert, diskutiert und mit Literaturdaten verglichen. Außerdem werden in Hinblick auf die 
Zielsetzung Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen gezogen. 
5.2.1 Molekularbiologische Nachweismethoden für TB aus Blut 
Die analytischen Sensitivitäten der in dieser Arbeit angewendeten molekularbiologischen 
Methoden für einen sensitiven Nachweis aus Blut, sowohl für den Nachweis des 
TB-Komplexes als auch des Modellstamms S. aureus, sind in Tabelle 5-3 vergleichend mit 
Literaturwerten gegenübergestellt. 
Tabelle 5-3 Sensitivitätsvergleich der verwendeten molekularbiologischen Assays für S. aureus und 









1 ml 10 ml  1 ml 10 ml  
16S PCR 100 5  > 50 > 5 - 
FluoroType® 50 5  25 2,5 3
a) 
Xpert® > 500 > 50  -* 2,5 5 - 10
b),c) 
a) BWANGA ET AL., zur Veröffentlichung eingereicht, b) FEASEY ET AL., 2013, c) BANADA ET AL., 2013 
* Untersuchung von Bakterienpellets ergab keine LOD in 1 ml Blut 
Mit der 16S PCR konnten für 50 cfu/Probe in beiden Blutvolumina 75 % der Proben 
nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 4-3). Somit liegt der TB-Nachweis bei > 50 cfu/ml für 1 ml 
Blutproben (bzw. > 5 cfu/ml für 10 ml Blut) und es ist davon auszugehen, dass sich die 
eigentliche LOD hier zwischen 50 und 100 cfu/ml in 1 ml Probe bewegt. Der FluoroType® Test 
konnte mit 25 cfu/ml in 1 ml Blut bzw. 2,5 cfu/ml in 10 ml einen sehr sensitiven Nachweis 
erreichen. Für den Nachweis mit dem Xpert® MTB/RIF konnte für 1 ml Blut keine Sensitivität 
bestimmt werden. Hier erfolgte der Nachweis direkt aus den Bakterienpellets. Durch die 
enzymatische Vorbehandlung der Bakterienpellets mit BugLysis und Proteinase K konnte die 
Sensitivität des Xpert® MTB/RIF für 10 ml Blut von > 5 cfu/ml auf 2,5 cfu/ml gesteigert 
werden. Da die beiden Doppelproben mit einem Bakterientiter von 2,5 cfu/ml bei der Analyse 
mit dem Xpert® MTB/RIF mit dem Level „very low“ eingestuft wurden (vgl. Tabelle 1-2), kann 
davon ausgegangen werden, dass sich dieser Titer an der unteren Sensitivitätsgrenze bewegt.  
Für den Nachweis mit den unterschiedlichen Methoden ergibt sich eine Rangreihe bzgl. ihrer 
Sensitivitäten. Dabei hat die Zelllyse der Bakterien einen entscheidenden Einfluss auf die 






Abbildung 5-5 Rangreihe der Sensitivität molekularbiologischer Methoden. A) SepsiTestTM Protokoll bis 
BCG-Bakterienpellets für den Xpert®, B) SepsiTestTM Protokoll bis BugLysis und 
Proteinase K (zusätzliche Lyse der Bakterienpellets) für den Xpert® [eigene Darstellung] 
Für die Analyse von TB-Erregern mit dem Xpert® direkt aus den Bakterienpellets ergibt sich 
für den Xpert® die niedrigste Sensitivität im Vergleich zu den anderen Methoden (Abbildung 
5-5, A). Dieselbe Rangreihenfolge ergibt sich auch für den Nachweis des S. aureus Stamms. 
Durch die zusätzliche Zelllyse beim Xpert® konnte die Sensitivität schließlich soweit gesteigert 
werden, dass er dieselbe LOD wie der FluoroType® erreicht (Abbildung 5-5, B).  
Die hohe Sensitivität des FluoroType® Tests (HAIN LIFESCIENCE, Deutschland) lässt sich auf die 
hoch spezifischen HyBeacon Sonden zurückführen (vgl. 1.3.4). Im Gegensatz zur 16S PCR, 
welche ein broad-range Assay für Bakterien ist, sind die HyBeacon Sonden spezifisch für den 
MTB-Komplex. Es wird also keine andere Bakterien-DNA durch die Sonden detektiert, 
wodurch gerade bei Mischinfektionen keine Konkurrenz der Templates gegeben ist. Der 
FluoroType® MTB hat 75 % der 1 ml Blutproben mit 10 cfu/ml positiv detektiert, was im 
Vergleich zur 16S PCR einem 5-fach sensitiveren Nachweis entspricht. Außerdem sollte 
berücksichtigt werden, dass M. tuberculosis mehrfache Kopien des IS 1610 Gens besitzt, 
welches durch den FluoroType® MTB detektiert wird [BWANGA ET AL., 2014]. Dadurch kann im 
Gegensatz zu M. bovis BCG, welcher in dieser Arbeit untersucht wurde, noch eine höhere 
analytische Sensitivität erwartet werden. Das 16S Gen liegt laut der Datenbank rrNDB (The 
Ribosomal RNA Operon Copy Number Database, http://rrndb.umms.med.umich.edu/) nur 
1-fach in M. bovis vor, was auch ein Grund für die geringere Sensitivität der 16S PCR sein 
kann. 
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine Erhöhung des Blutvolumens die Sensitivität 
des FluoroType® signifikant verbessert. Das Detektionslimit (25 cfu/ml in 1 ml Blut) konnte so 
um das 10-fache auf 2.5 cfu/ml herabgesetzt werden. Dieser Effekt wurde bereits von BWANGA 
ET AL. (2014) beschrieben. Dabei konnte in zwei klinischen Studien gezeigt werden, dass die 
DNA-Extraktion aus 1 ml Blutproben eine geringe diagnostische Sensitivität (33 %) hat; im 
Gegensatz dazu konnte mit einem 9 ml Extraktionsprotokoll eine diagnostische Sensitivität 
von 71 % erreicht werden. In Spiking-Experimenten wurde von BWANGA ET AL. (2014) zusätzlich 
die Detektionsgrenze des FluoroType® MTB mit 1 ml und 10 ml Blutvolumen bestimmt 
Sensitivität 
A) FluoroType®  > 16S PCR >  Xpert® 




(3 cfu/ml in 10 ml Blut), wodurch vergleichbare analytische Sensitivitäten nachgewiesen 
wurden, wie in dieser Arbeit. 
Für die SepsiTestTM 16S PCR gibt es zurzeit noch keine Vergleichswerte für den Nachweis von 
TB-Erregern in der Literatur. MÜHL ET AL. (2008) konnten mit dieser Methode für verschiedene 
grampositive Bakterien Detektionsgrenzen in einem Bereich von 20 - 120 cfu/ml 
nachweisen (Staphylococcus epidermidis 20 cfu/ml; Enterococcus faecalis 120 cfu/ml). Somit 
liegt die LOD von > 50 cfu/ml (50 - 100 cfu/ml) im Detektionsbereich des SepsiTestTM für 
gram-positive Bakterien. Für die 10 ml Blutproben kann bei einer 10-fachen Herabsetzung der 
Sensitivitätsgrenze von 5 - 10 cfu/ml ausgegangen werden. 
Der positive Einfluss des Probenvolumens auf die Sensitivität des FluoroType® ließ sich 
ebenfalls mit dem MRSA-Stamm zeigen. Das Extraktionsprotokoll mit erhöhtem Blutvolumen 
resultierte außerdem in einer verbesserten Sensitivität in dem SepsiTestTM 16S-rRNA-Assay 
mit anschließender Sequenzierung. Hier konnte sogar eine 20-fache Herabsetzung des 
Detektionslimits für MRSA in 10 ml Blut erreicht werden, wodurch dieselbe Sensitivität wie 
mit dem FluoroType® erreicht wurde (5 cfu/ml). 
Die Erhöhung des Blutvolumens hat also einen entscheidenden Einfluss auf die analytische 
sowie die diagnostische Sensitivität. Es kann aber nicht allein als Grund für die verbesserte 
diagnostische Sensitivität gesehen werden. In einer weiteren Studie konnten 
FEASEY ET AL. (2013) mit dem Xpert® MTB/RIF nur eine Sensitivität von 21 % in 18 ml 
Blutproben erlangen, obwohl für den Xpert® MTB/RIF eine ähnliche Detektionsgrenze 
von 5 - 10 cfu/ml wie für den FluoroType® MTB (3 cfu/ml) beschrieben wurde [BANADA ET AL., 
2013; BWANGA ET AL., 2014; FEASEY ET AL., 2013]. Es ist vermutlich ein Zusammenspiel zwischen 
dem erhöhten Blutvolumen und der präanalytischen Anreicherung der Bakterien sowie der 
Entfernung humaner DNA und Abreicherung potentieller Inhibitoren, was die hohe 
Sensitivität ausmacht [HANDSCHUR ET AL., 2009]. 
Dazu muss gesagt werden, dass sowohl der Xpert® MTB/RIF als auch der FluoroType® MTB 
ursprünglich nicht für Vollblut validiert sind. Der Xpert® MTB/RIF ist ein für ausschließlich 
Sputum validiertes Testsystem [CEPHEID, 2009]; der FluoroType® MTB ist ein Test für 
pulmonale und extrapulmonale Proben (außer Vollblut) [HAIN LIFESCIENCE, 2013b]. Humane 
Bestandteile aus dem Blut könnten bei beiden Tests Störfaktoren sein und eine Hemmung der 
Analyse verursachen. Deshalb ist die präanalytische Aufarbeitung hier ein besonders 
wichtiger Faktor. Dass die in dieser Arbeit angewendete MolYsisTM Technologie eine geeignete 
Methode ist, um aufgereinigte Bakterien-DNA für den FluoroType® zu erhalten, konnte 
bereits gezeigt werden [BWANGA ET AL., 2014]. 
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Für das GeneXpert® System wurde die MolYsisTM Methode in ersten Tests nur bis zu dem 
konzentrierten Bakterienpellet angewandt. Die Lyse der Zellen sowie die Gewinnung der DNA 
erfolgten innerhalb der Kartuschen des Xpert® MTB/RIF. Deshalb ist ein Vergleich dieser 
Methode mit den anderen beiden Testsystemen nur bedingt möglich und unter Vorbehalt zu 
betrachten, da die präanalytische Aufarbeitung eine große Rolle für die Nachweisbarkeit 
spielt, wie die Ergebnisse zeigten. Es kam bereits bei den Proben mit den höchsten 
Bakterienkonzentrationen (50 cfu/Probe) zu Ausfällen. Bei den 10 ml Blutproben wurde eine 
von zwei Proben mit 50 cfu als positiv analysiert. In weiteren Test konnte schließlich durch die 
enzymatische Vorbehandlung der Bakterienpellets mit BugLysis und Proteinase K  die 
Sensitivität des Xpert® MTB/RIF in 10 ml Blut gesteigert werden. Damit konnte gezeigt 
werden, dass die integrierte Zellyse der Bakterien in der Xpert®-Kartusche nicht ausreichend 
war, um die Bakterien vollständig zu lysieren und es somit zu DNA-Verlusten gekommen sein 
muss. 
Zusammenfassend kann mit der molekularbiologischen Methodenauswahl dieser Arbeit ein 
sensitiver, sicherer und schneller Nachweis von TB erfolgen. Dabei können der FluoroType® 
MTB und der Xpert® MTB/RIF als besonders sensitiv definiert werden. Außerdem konnte 
gezeigt werden, dass die Sensitivität in Verknüpfung mit einem höheren Blutvolumen weiter 
gesteigert werden kann. Der FluoroType® MTB und der Xpert® MTB/RIF machen es möglich, 
innerhalb weniger Stunden eine molekulare Diagnose für TB zu liefern und so noch am selben 
Tag eine Behandlung einzuleiten. Die Kartuschen des Xpert® Systems lassen sich jedoch nicht 
ohne einen vorgeschalteten Schritt für den sensitiven  MTB-Nachweis einsetzen. Eine 
Sensitivitätssteigerung kam nur durch eine zusätzliche Zelllyse der Bakterien mit Enzymen 
(SepsiTestTM) zustande. 
Der schnelle Nachweis von TB-Erregern ist insbesondere bei HIV-Patienten von großer 
Bedeutung, da es hier aufgrund der Immunsuppression zu einer streuenden TB über das 
Blutsystem kommen kann. Mit dem 10 ml Extraktionsprotokoll und dem FluoroType® sowie 
dem Xpert® ist die nötige Sensitivität gegeben, um bei HIV-Patienten die im Blut 
zirkulierenden TB-Bakterien (3 - 14 cfu/ml, [MUNSERI ET AL., 2011]) zu detektieren. 
Studien haben gezeigt, dass eine streuende TB bei HIV-Patienten zu einer hartnäckigen 
Bakteriämie mit hoher Sterblichkeit führen kann [FEASEY ET AL., 2013; MUNSERI ET AL., 2011]. Der 
mikrobiologische Nachweis kommt in diesen Fällen meistens zu spät. Aber auch der direkte 
und schnelle molekularbiologische Nachweis der Bakterien aus dem Blut der Patienten ist 
eine schlechte Prognose und diagnostiziert eine akute Notwendigkeit einer schnellen 
Therapieeinleitung. FEASEY ET AL. (2013) konnten in ihrer Studie zeigen, dass die Mortalität bei 
Patienten mit positivem Bluttest mit dem Xpert® MTB bei 40 % lag. Auch in der von 
Diskussion 67 
 
MUNSERI ET AL.  (2011) durchgeführten Untersuchung war eine detektierbare Bakterienzahl im 
Blut von Patienten ein Zeichen für eine hohe Mortalität; die mittlere Überlebensrate bei 51 % 
der Patienten betrug 6 Tage. Es ist also bei einer möglichen HIV-TB notwendig, 
schnellstmöglich einen sicheren Test zur Diagnose heranzuziehen, um die nötige Therapie 
einleiten zu können. Außerdem ist eine Diagnose auch wichtig um zu verhindern, dass 
diejenigen Patienten, die eine Lungen-TB entwickeln können, andere Menschen damit 
anstecken. 
In der klinischen Diagnostik werden Standardmethoden angewandt, welche in der folgenden 
Tabelle dem molekularbiologischem Nachweis gegenübergestellt sind (vgl. dazu auch 1.2.2).  
Tabelle 5-4 Nachweisverfahren für eine klinische Diagnose der TB 
Methode Dauer Sensitivität Bemerkung 
Kultur 6-8 Wochen1) 101-102 cfu/ml (Flüssigm.)2) 
102-103 cfu/ml (Festm.)2) 
Goldstandard; 
Resistenztestung 
Mikroskopiea) ~1 h 104-105 cfu/ml1) Nicht spezifisch für TB; 
Verdachtsdiagnostik 
THT 2-3 Tage1) k. A. Erst nach frühestens 6 Wochen 
anwendbar; nicht spezifisch 
NAT b) 
 
3-4 h 2.5 cfu/ml spezifisch für MTB-Komplex; 
hoher prädiktiver Wert wenn 
positiv 
a) Ziehl-Neelsen-Färbung, b) Nukleinsäurenamplifikationstechniken, hier FluoroType® MFTB inkl. DNA-
Extraktion mit SepsiTestTM 
1) KAYSER ET AL., 2010; 2) KUBICA ET AL., 2004 
Als Goldstandard gilt dabei der kulturelle Nachweis mit bestimmten Flüssig- und Festmedien. 
Die Sensitivität ist mit 101 - 102 cfu/ml in Flüssigmedien bzw. 102 - 103 cfu/ml auf Festmedien 
nicht gering. Für ein sicheres Ergebnis müssen die Kulturen aber bis zu 6 Wochen (bei 
Flüssigmedien) bzw. 8 Wochen (bei Festmedien) bebrütet werden, bevor sie als negativ 
gewertet werden können [KUBICA ET AL., 2004; ROBERT KOCH INSTITUT, 2013b]. Besondere Vorteile 
des kulturellen  Nachweises sind, dass die Wirksamkeit antituberkulöser Medikamente sowie 
Resistenzen an den gezüchteten Bakterien getestet werden können. Ein großer Nachteil 
bleibt aber dennoch das sehr langsame Wachstum der TB-Bakterien und der damit verzögerte 
Nachweis, weshalb das Kulturverfahren keine Relevanz in der Akutdiagnostik und 
Therapieeinleitung hat. Der mikroskopische Nachweis mit Hilfe der Ziehl-Neelsen-Färbung gilt 
ebenfalls als Standardmethode und liefert ein schnelles Ergebnis. Wegen der geringen 
Sensitivität (104 - 105 cfu/ml) und Spezifität (Nachweis säurefester Bakterien) dient die 
Mikroskopie lediglich als schnelle Verdachtsdiagnostik [KAYSER ET AL., 2010]. Auch der THT kann 
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aufgrund seiner mangelnden Spezifität und der späten Anwendbarkeit nicht für eine schnelle 
Diagnose eingesetzt werden. Die bei diesem Test nachgewiesenen Antigene kommen 
außerdem nicht nur in M. tuberculosis, sondern auch in M. bovis BCG und verschiedenen 
Umweltmykobakterien vor.  Aus diesem Grund  kann eine frühere BCG-Impfung oder eine 
Infektion mit Umweltmycobakterien die Ursache für falsch-positive Reaktionen sein. Er stellt 
aber zurzeit die einzige in der Routine einsetzbare Methode zur Erkennung einer latenten 
Infektion mit M. tuberculosis (LTBI) dar [LANGE ET AL., 2006; SCHABERG ET AL., 2004]. Bei dem 
Einsatz von Nukleinsäureamplifikationstechniken (NAT) wie der PCR in der TB-Diagnostik 
handelt es sich normalerweise um eine Indikationsuntersuchung. D. h. bei Vorliegen eines 
begründeten Verdachts auf TB mit mikroskopisch negativem Sputum kann bei besonders 
gefährdeten Patienten (HIV-Infizierte, Kleinkinder) oder schweren Krankheitsbildern ein 
schneller Nachweis mit Hilfe der NAT erfolgen. Zusätzlich kann bei mikroskopisch positivem 
Befund schnell eine Differenzierung von TB-Erregern und nichttuberkulösen Mykobakterien 
(MOTT) durch NAT stattfinden. Dadurch ist der sensitive Nachweis von Nukleinsäuren von 
Erregern des MTB-Komplexes direkt aus dem Untersuchungsmaterial möglich [LANGE ET AL., 
2006; ROBERT KOCH INSTITUT, 2013b]. 
Die PCR wird zurzeit ergänzend zu den herkömmlichen Nachweisverfahren (Mikroskopie und 
Kultur) angewandt. Eine eindeutige Empfehlung zum Einsatz in der TB-Diagnostik ist 
gegenwärtig aber noch nicht gegeben [LANGE ET AL., 2006]. Da molekularbiologische 
Nachweistechniken für einen schnellen, sensitiven und sicheren Nachweis unabdingbar sind, 
kann davon ausgegangen werden, dass sie in Zukunft einen immer größeren Stellenwert in 
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5.2.2 Klinische TB-Proben 
Anhand der Bearbeitung klinischer Proben mit Verdacht auf TB konnte ein geeigneter Einsatz 
einiger molekularbiologischer Methoden in der klinischen Anwendung gezeigt werden. 
Die Aufarbeitung der Gewebeproben erfolgte analog zu den gespikten Blutproben mit einem 
zusätzlichen Schritt zur besseren Lyse der Gewebestücke durch Proteinase K mit dem 
UMD-Universal Kit. Die Zugabe von Proteinase K ermöglicht den Verdau von 
Proteinkomponenten des Gewebes, sodass in der folgenden Präparation die Bakterienzellen 
besser zugänglich sind und somit eine verbesserte Isolierung der DNA möglich wird.  
Eine Übersicht der Ergebnisse für die klinischen Proben mit den unterschiedlichen Methoden 
ist in Tabelle 5-5 dargestellt. 
Tabelle 5-5 Zusammenfassung der Untersuchungsergebnisse für die klinischen TB-Proben 
Probe Sequenzierunga)  MTB-Komplex DNAb) Resistenzenc) Speziesd) 
A1 - negativ k. A. k. A. 





B1 Gemella haemolysans positiv Isoniazid-
Resistenz 
- 
Methoden: a) 16S PCR und Sanger-Sequenzierung; b) FluoroType® MTB; c) GenoType MTBDRplus;  
d) GenoType Mycobacterium CM 
Die Sequenzierung der mit der 16S PCR erhaltenen Amplifikate ergab Propionibacterium 
acnes sowie Staphylococcus epidermidis (Probe A2) und Gemella haemolysans (Probe B1). Bei 
den Erregern Propionibacterium acnes und Staphylococcus epidermidis handelt es sich um 
Hautkeime [ROTH, JAMES, 1989]; Gemella haemolysans ist Teil der normalen Flora der 
Mundhöhle [HADDAD ET AL., 2008; COLLINS, FALSEN, 2009].  Das Vorhandensein dieser Erreger in 
den Patientenproben lässt auf eine Kontamination der Proben schließen, die vermutlich 
schon bei der Probennahme stattgefunden hat. Der Tuberkuloseerreger konnte mit der 16S 
PCR nicht nachgewiesen und sequenziert werden. Vermutlich waren letztere in zu geringer 
Anzahl in der Probe vorhanden, sodass die TB-DNA nicht zur Amplifikation mit der 16S PCR 
ausreichte. 
Mit dem Schnelltest von HAIN LIFESCIENCE (FluoroType®) konnte hingegen in den klinischen 
Proben (A2 und B1) TB diagnostiziert werden. Die hohe Spezifität der HyBeacons lässt, wie 
bereits an den Ergebnissen der Spiking-Experimente gezeigt werden konnte, einen 
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sensitiveren Nachweis der TB-Bakterien zu. Also müssen die Bakterienkonzentrationen der 
Proben, welche durch den FluoroType® MTB detektiert wurden, nicht aber durch die 16S 
PCR, geringer als die von der Sensitivitätsgrenze des SepsiTestTM  erfassten Konzentrationen 
gewesen sein.  
Neben dem Nachweis einer TB ist das Aufdecken möglicher Resistenzen der Erreger für die 
weitere klinische Behandlung der Patienten mit antimycobakteriellen Medikamenten von 
großer Bedeutung. Für die weiterführende Untersuchung der TB-positiven Patientenproben 
auf Resistenzen wurde der Genotype MTBDRplus Test durchgeführt. Dabei wurde bei Probe 
B1 eine Resistenz gegen Isoniazid (INH) detektiert. Das Fehlen der TUB-Bande kann durch 
eine Mischinfektion von einem Stamm aus dem MTB-Komplex und einem nicht-tuberkulösem 
Mycobakterium (MOTT) zustande kommen. Wegen Hemmungsreaktionen während der PCR 
kann dann die TUB-Bande wegfallen [HAIN LIFESCIENCE, 2012]. Da die anderen Banden des 
Teststreifens ein auswertbares Resistenzmuster ergeben und der Genotype MTBDRplus Test 
Resistenzen des MTB-Komplexes anzeigt, kann man auf das Vorhandensein eines Stamms des 
MTB-Komplexes mit INH-Resistenz schließen. Durch das positive Ergebnis des FluoroType®-
Tests wurde bereits ein MTB-Stamm bestätigt. Eine Wiederholung des Tests kann 
vernachlässigt werden. Der Test lässt die Schlussfolgerung zu, dass die Patientenprobe einen 
Stamm des MTB-Komplexes enthält, welcher eine Resistenz gegen Isoniazid aufweist. Die 
INH-Resistenz wurde im Nachhinein auch durch das Nationale Referenzzentrum für 
Mycobakterien in Borstel bestätigt. 
Um eine mögliche Mischinfektion aufzudecken, wurde der  Mycobacterium CM Test zum 
Nachweis anderer nicht-tuberkulöser Mycobakterien mit der Probe B1 durchgeführt. Dabei 
konnten keine Mycobakterien-Spezies aufgrund der fehlenden Universalkontrolle (UC-Bande) 
nachgewiesen werden. Die Universalkontrolle hybridisiert, soweit bekannt, mit Amplifikaten 
aller Mycobakterien-Spezies und Mitgliedern der phylogenetischen Gruppe der grampositiven 
Bakterien mit hohem G+C-Gehalt [HAIN LIFESCIENCE, 2011]. Die fehlende Universalkontrolle 
lässt eine Auswertung des Tests nicht zu. Da aber bereits mit den vorhergegangenen Tests 
das Vorhandensein zumindest eines MTB-Komplex-Stammes bestätigt wurde, müssen andere 
Ursachen für die fehlgeschlagene Detektion vorliegen. Ein möglicher Grund liegt in der 
Sensitivität des Assays selbst und/oder in der Qualität der isolierten DNA. Der Test ist nicht 
für den Direktnachweis von Mycobakterienarten aus Patientenmaterial geeignet. Als 
Ausgangsmaterial wird Kulturmaterial empfohlen [HAIN LIFESCIENCE, 2011]. Außerdem ist es 
möglich, dass durch mehrmaliges Einfrieren und Auftauen der DNA-Proben für die 
unterschiedlichen Tests die Qualität der DNA nachlässt und es zu einem DNA-Abbau kommt. 
Da in den Patientenproben nur von geringen Mengen an Bakterien ausgegangen wird, kann 
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der Gefrierprozess einen Verlust an DNA bewirken, wodurch die untere Sensitivitätsgrenze 
unterschritten wird. 
Als abschließende Bewertung der Untersuchung lässt sich sagen, dass der 
molekularbiologische Nachweis eine schnelle Diagnose liefert. Dabei kann außerdem der 
FluoroType® MTB Test für die Anwendung in der klinischen Diagnostik empfohlen werden. 
Aufgrund seiner spezifischen HyBeacons können TB-Erreger auch in geringen Konzentrationen 
aus der Probe detektiert werden, auch wenn eine Mischinfektion oder Kontamination mit 
anderen Keimen vorliegt. 
Eine Analyse mit den angewandten DNA-basierten Methoden ist auch aufgrund des Zeit-
Faktors für die klinische Anwendung zu befürworten. Die molekularbiologische Analyse 
inklusive der DNA-Extraktion ist mit dem FluoroType® MTB innerhalb eines Tages möglich; für 
die 16S PCR mit anschließender Sequenzierung wird etwas mehr Zeit benötigt (ca. 1,5 Tage). 
Der kulturelle Nachweis, welcher als Goldstandard angewandt wird, benötigt bis zu 8 Wochen 
für eine Diagnose [KAYSER ET AL., 2010]. 
Auch die weiterführenden Untersuchungen nach erfolgreichem TB-Nachweis sind für die 
klinische Anwendung bedeutend. So ist die mit dem Genotype MTBDRplus Test 
nachgewiesene INH-Resistenz entscheidend für die weitere Behandlung des Patienten 
(Patient B) aus dieser Arbeit. INH gehört zu den Erstrang- oder Standard-Medikamenten für 
die Therapie einer TB. Zusammen mit Rifampizin (RMP) zählt es zu den wichtigsten 
bakteriziden Medikamenten. Das liegt vor allem daran, dass INH und RMP die zu Beginn der 
Krankheit existenten Erregermengen schnell herabsetzen. Neben Erstrang- oder Standard-
Medikamenten gibt es auch die Zweitrang- bzw. Reserve-Medikamente, die bei Resistenzen 
oder Unverträglichkeiten zum Einsatz kommen [DONALD ET AL., 2008; WHO, 2010]. Die 
Behandlung einer TB erfolgt immer mit einer Kombinationstherapie mehrerer 
antituberkulöser Medikamente über mindestens 6 Monate. Die Verabreichung von 
Substanzen mit unterschiedlicher Wirkungsweise über einen ausreichend langen Zeitraum 
gewährleistet, dass die Bakterien in allen Wachstumsphasen an unterschiedlichen 
Körperregionen effektiv erreicht werden. Außerdem werden so Resistenzentwicklungen 
verhindert [HAUER ET AL., 2005; SCHABERG ET AL., 2001]. Auf Basis der für Deutschland bekannten 
Resistenzsituation wird eine initiale Vierfachtherapie mit INH, RMP sowie Pyrazinamid (PZA) 
und Ethambutol (EMB) empfohlen (gilt europaweit) [MIGLIORI ET AL., 1999; 
SCHABERG ET AL., 2004]. In besonderen Fällen kann die Initialtherapie auch mit nur drei 
Medikamenten erfolgen (INH, RMP, PZA). Hierzu gehören i. d. R. Kinder und Patienten ohne 
Risikofaktoren für eine Resistenz. Solch eine Dreifach-Therapie ist aber vor allem bei einer 
unbekannten INH-Resistenz gefährlich. Das PZA entfaltet nur in saurem pH-Milieu seine 
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Wirksamkeit. Wenn es also nicht das richtige Milieu erreicht, wirkt es nicht optimal und kann 
somit für die Therapie vernachlässigt werden. In diesem Fall würde eine RMP-Monotherapie 
erfolgen, welche bei großen Erregerpopulationen zu einer Selektion RMP-resistenter 
Mutationen führen kann [SCHABERG ET AL., 2001; VERNON ET AL., 1999]. Dadurch würde es zu 
einer MDR-TB (Resistenz gegen INH und RMP) kommen. Aufgrund einer insuffizienten 
Therapie werden bei erkrankten Patienten resistente Erreger selektiert und es kommt zu 
einer spontanen Resistenz. Aus diesem Grund ist eine Dreifach-Therapie nicht 
empfehlenswert und riskant. 
Aus den oben diskutierten Ergebnissen ergeben sich die folgenden Konsequenzen für die 
Patienten (A und B): Bei Patient A wurde eine TB im Bioptat aus dem Bereich Sternum 
(Brustbein) nachgewiesen. Es konnten keine Antibiotikaresistenzen festgestellt werden. 
Sofern keine Unverträglichkeiten vorliegen, würde somit eine schnelle Behandlung der TB mit 
einer Standard-Kombinationstherapie (INH, RMP, PZA und EMB) über mindestens 6 Monate 
erfolgen. 
Für den Patienten B bedeutet die in dieser Arbeit nachgewiesene Tuberkulose mit 
INH-Resistenz eine möglichst schnelle Anpassung der Therapie an die Resistenzbedingungen 
(s. o.). In diesem Fall wurde das INH durch das Präparat Moxifloxacin ersetzt. Außerdem 
kommt noch eine deutliche Verlängerung der Therapiezeit hinzu. Denn bei einer bekannten 
Resistenz gegen INH, RMP oder PZA muss die Gesamttherapiedauer bedeutend verlängert 
werden. Bei einer pulmonalen TB liegt die Gesamtdauer ohne Resistenz bei 6 Monaten; bei 
nachgewiesener INH-Resistenz werden über 9 - 12 Monate Medikamente verabreicht 
[SCHABERG ET AL., 2001].  
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5.2.3 Western Blot Analyse von HspX in M. bovis 
Die Coomassie-Färbung des SDS Gels macht deutlich, dass die Gesamtproteinlysate, sowohl 
von M. bovis als auch von E. coli, im molekularen Bereich zwischen 10 und 60 kDa aufgetrennt 
wurden (vgl. Abbildung 4-13). Der direkte Vergleich der Proben von M. bovis und E. coli zeigt 
eine unterschiedlich starke Coomassie-Färbung der Proteine im Bereich zwischen 10 kDa und 
30 kDa. Die Farbintensität korreliert dabei mit der Menge des jeweiligen Proteins. Das 
bedeutet, dass in M. bovis geringere Mengen an niedermolekularen Proteinen (im Bereich 
von 10 – 30 kDa) vorliegen und somit ein weniger intensives Farbsignal ergeben. Der 
umgekehrte Effekt zeigt sich deutlich im Bereich zwischen 30 und 60 kDa, wo bestimmte 
Proteinbanden in M. bovis stärker gefärbt sind als bei E. coli. Grundsätzlich lassen sich klare 
Banden im niedermolekularen Bereich in allen Proben erkennen. Die Auftrennung der 
Proteine war also erfolgreich. 
Die Western Blot Analyse zeigt deutlich, dass der Antikörper unspezifisch bindet. Die mit dem 
HspX-Antikörper behandelte Membran zeigt ein deutliches Signal bei 16,2 kDa und 9,8 kDa in 
der E. coli Negativkontrolle (Abbildung 4-14; rote Pfeile 16,2 kDa; blaue Kreise 9,8 kDa). In 
den M. bovis Positivproben ließ sich ein schwaches Antikörpersignal bei 16,4 kDa nur bei 
M. bovis 1 erkennen und auch nur bei dem länger belichteten Blot (Abbildung 4-14; gelber 
Pfeil 16,4 kDa). Die rechnerische Ermittlung des Molekulargewichts dieses Signals ergab 
gegenüber den Signalen in der Negativkontrolle ein abweichendes Molekulargewicht von 
0,2 kDa (16,2 kDa E. coli zu 16,4 kDa M. bovis). Da die rechnerische Ermittlung der 
Molekulargewichte aber über eine manuelle Ausmessung erfolgte, muss eine Toleranz von 
+/- 0,5 kDa für jedes Signal berücksichtigt werden. Diese Toleranz berücksichtigend, kann 
nicht zwischen den Signalen unterschieden werden. Da der Antikörper sowohl ein Signal bei 
M. bovis als auch bei E. coli auf Höhe des erwarteten HspX Signals (16 kDa) zeigt, kann keine 
spezifische Detektion des HspX Antigens mit dem HspX Antikörper mittels Western Blot 
erfolgen. 
Bei den Ergebnissen muss berücksichtigt werden, dass die Detektion mittels HspX Antikörper 
mit denaturierten Proteinproben (SDS-Page) durgeführt wurde und falsch positive Ergebnisse 
somit nicht vollständig ausgeschlossen werden können. Eine vollständigere Analyse der 
Spezifität des HspX Antikörpers könnte somit die Detektion unter nativen, nicht 
reduzierenden Bedingungen beinhalten. Weitergehende Vorversuche mit dem aufgereinigten 
Protein oder in vitro exprimierten HspX Protein würde keine genaueren Aussagen über die 
Spezifität des Antikörpers erlauben, berücksichtigt man das Ergebnis, dass der HspX 
Antikörper sowohl in M. bovis als auch E. coli ein Signal zeigt. 
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Somit hat die Überprüfung des in dieser Arbeit getesteten Antikörpers gezeigt, dass der 
Antikörper sich nicht für einen spezifischen und sensitiven Nachweis der TB-Erreger eignet. 
Um einen antikörperbasierten TB-Nachweis mit der I-PCR zu entwickeln müsste also ein 
anderer Antikörper ausgetestet werden. Mit einem funktionierenden spezifischen Antikörper 
wäre mit der I-PCR ein höchst sensitiver Nachweis möglich [SANO ET AL., 1992]. Die Testung 
weiterer Antikörper übersteigt den zeitlichen Rahmen dieser Arbeit, sodass zu diesem 
Zeitpunkt keine Aussage über einen möglichen Sensitivitätsgewinn mit Hilfe der I-PCR 





Mit den in dieser Arbeit beschriebenen präanalytischen und analytischen Methoden wurde 
ein schneller und sensitiver Nachweis von Tuberkuloseerregern sowohl aus Blut als auch aus 
anderen Körpermatrices ermöglicht. Dabei konnten besonders der FluoroType® MTB und der 
Xpert® MTB/RIF mit ihrer Sensitivität überzeugen.  
Der FluoroType® MTB konnte dabei außerdem seine Anwendbarkeit an einer kleinen 
Auswahl klinischer Proben bestätigen und wurde bereits in klinischen Studien 
überprüft [BWANGA ET AL., 2014]. 
Der Xpert® MTB/RIF konnte seine Sensitivität nur durch eine zusätzliche enzymatische 
Behandlung der Proben mit dem SepsiTestTM Protokoll (MOLZYM, Bremen) erreichen. 
Demgemäß ist das GeneXpert® System, welches vollautomatisiert die Probenbehandlung 
einschließlich der Bakterienlyse sowie NS-Amplifikation und Detektion integriert, nicht 
anwendbar. Es kommt ohne die zusätzliche vorgeschaltete enzymatische Bakterienlyse zu 
Sensitivitätsverlusten. Demnach ist die präanalytische Aufarbeitung mit SepsiTestTM vor der 
eigentlichen Extraktion und Analyse mit dem Xpert® MTB/RIF notwendig, um eine mit dem 
FluoroType® MTB vergleichbare Sensitivität zu erreichen. Da der Xpert® MTB/RIF von der 
WHO unterstützt und befürwortet wird, findet er in den stark von TB betroffenen Gebieten 
(v. a. in Afrika) große Anwendung. Grund dafür ist zum einen die Befürwortung der WHO 
sowie die durch die finanzielle Unterstützung geringen Kosten für die Tests. Durchgeführt 
wird der Test aber bislang nur für Sputum und Abstriche. Da gerade in Afrika der Anteil von 
HIV-Infizierten besonders groß ist, ist aber gerade hier der Bluttest auf HIV-TB sinnvoll, um die 
Lebenserwartung der Menschen zu steigern und die Ansteckungsrate zu verringern. 
Um das Immuno-PCR-Projekt weiter zu verfolgen wäre es nötig neue Antikörper zu testen, die 
sich gegen TB-spezifische Proteine richten. Denn das Ziel wäre, vor der Entwicklung eines 
I-PCR-Assay zunächst einen funktionierenden, spezifischen Antikörper zu finden und zu 
testen. Erst dann würde nach Austestung der optimalen Pufferbedingungen mit Spiking-
Experimenten eine Sensitivitätsüberprüfung stattfinden. Ein Testsystem mit 
antikörperbasiertem Ansatz, das vom Prinzip her wie ein ELISA funktioniert, wäre für Labore, 
die im Bereich Proteomik ausgerichtet sind, eine gute Alternative zu den 
molekularbiologischen Methoden.  
Innerhalb dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es auf molekularbiologischer Ebene mit 
dem FluoroType® MTB und dem Xpert® MTB/RIF bestehende Testsysteme gibt, welche die 
nötige Sensitivität und Spezifität liefern, eine TB und insbesondere eine HIV-TB zu 
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diagnostizieren. Aufgrund der schnelleren Diagnostik bieten die Nachweisverfahren eine gute 
Ergänzung zur klassischen kulturellen Diagnostik und dadurch die Möglichkeit zu einer 
frühzeitigen effektiven Therapie der Patienten. Somit könnten diese PCR-Schnelltests in 
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